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Resumo 
 
 
O estudo dos efeitos da pressão começou a despertar interesse 
na área das ciências biológicas a partir do final do século XIX. Desde 
então, o uso de alta pressão nas biociências tem sido alvo de crescente 
interesse e originado inovações notáveis em processos laboratoriais e 
industriais. O setor alimentar é atualmente um dos campos de maior 
potencial para a aplicação da tecnologia de alta pressão, pela 
possibilidade de inativar microrganismos e aumentar a segurança e 
estabilidade dos alimentos, sem alterar as suas propriedades 
organoléticas e nutricionais. A necessidade de adequar o protocolo de 
processamento às características dos organismos alvo tem levado à 
combinação da pressão com outros fatores físico-químicos que 
maximizam a eficiência de inativação.  
O objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da 
temperatura e do pH do meio na suscetibilidade de Listeria, à inativação 
por alta pressão, no sentido de criar conhecimento que permita a 
implementação de protocolos de processamento combinado. Para tal, 
culturas em fase estacionária foram submetidas a 300 MPa durante 5 
minutos. Nos ensaios com variação de temperatura a pressurização foi 
conduzida a 4, 10 e 20 C. Para o estudo do efeito do pH foram 
realizados ensaios em ambiente ácido (pH = 4), neutro (pH = 7) e 
alcalino (pH = 10). Para quantificação da inativação, fizeram-se diluições 
em série e procedeu-se à sementeira por incorporação das suspensões 
de células, antes e depois da pressurização, para determinação do teor 
de células viáveis (UFC mL
-1
). 
Pressurizações a baixas temperaturas (4 e 10 C) revelaram ser 
mais eficientes do que quando efetuadas à temperatura ambiente 
(20 C) e as células mostraram maior suscetibilidade à inativação, por 
alta pressão, em meio neutro e ácido do que em meio alcalino.   
Os resultados permitem concluir que a eficiência de inativação 
depende não só do valor de pressão aplicado, mas também de outros 
parâmetros físico-químicos relacionados com o ambiente extracellular 
durante a pressurização, e evidenciam a necessidade da rigorosa 
adequação do protocolo de inativação às caracerísticas físico químicas 
da matriz, no sentido de obter a maior eficiência de inativação dos 
microrganismos alvo. 
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Abstract  
 
The study of the biological effects of high pressure began to gain 
interest in the late nineteenth century.  Since then, the use of high 
pressure in biosciences increased and originated notable innovations in 
laboratory and industrial processes. Currently, the food sector represents 
a field of great potential for the application of high pressure technology, 
due the possibility to inactivate microorganisms and increase food safety 
and stability while preserving organoleptic and nutritional properties. The 
need to adapt processing protocols to target microorganisms has led to 
the combination of pressure with other physical and chemical factors, in 
order to maximize inactivation efficiency.  
The purpose of this study was the evaluation of the effects of 
temperature and pH of the medium on the susceptibility of Listeria to 
high pressure inactivation, in order to establish that the scientific basis 
for the design of combined processing protocols. To this end, stationary 
phase cultures were subjected to 300 MPa, for 5 minutes. Pressurization 
was conducted at 4, 10 and 20 C and the pH of the medium was 
manipulated to represent acid (pH 4), neutral (pH = 7) and alkaline 
(pH = 10) conditions. For determination of viable cells (CFU mL
-1
), serial 
dilutions of the cell suspensions were made and pour-plated in solid 
medium before and after pressurization. 
Low temperature pressurization (4, 10 C) was more efficient that the 
process conducted at room temperature (20 C) and cell susceptibility to 
high pressure was enhanced in neutral and acidic environment, 
comparatively with alkaline medium.  
The results confirm that the efficiency of the high pressure 
inactivation of Listeria depends not only the pressure applied, but also on 
other physical and chemical parameters related to the extracellular 
environment during pressurization, such as temperature and pH. As a 
consequence, a careful design of the processing protocol may 
significantly improve the efficiency of inactivation of target 
microorganisms. 
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1. Microbiologia e segurança alimentar  
 
Em 1658, Athanasius Kircher, monge jesuíta alemão, estabeleceu pela primeira vez 
uma relação entre microrganismos, produtos alimentares e a deterioração destes últimos 
(Jay et al., 2005). Termos como doença e patogenicidade só decorridos muitos anos seriam 
anexados a esta conjetura (Kass e Riemann, 2006). Atualmente, tais conceitos são 
indissociáveis sendo conhecido que o alimento é utilizado, como veículo de transmissão, 
por várias espécies bacterianas com carácter patogénico.  
A segurança alimentar existe, segundo a definição da FAO, “quando as pessoas 
têm, a todo momento, acesso físico e económico a alimentos seguros, nutritivos e 
suficientes para satisfazer as suas necessidades dietéticas e preferências alimentares, a fim 
de levarem uma vida ativa e sã ” (FAO, 1996). O controlo de qualidade e segurança dos 
alimentos deve estender-se a todas as etapas da cadeia de produção: produção primária 
(agricultura, pecuária), processamento industrial, transporte, manutenção, armazenamento 
e manuseamento por parte do consumidor (Schleining, 2007).  
Ao longo da História da 
Humanidade, o aparecimento e 
domínio de novas técnicas e 
tecnologias tem provocado 
alterações no padrão de métodos de 
tratamento e preservação alimentar 
utilizados (Figura 1). Os 
procedimentos térmicos em geral e 
a pasteurização em particular são, 
hoje em dia, os métodos 
predominantemente utilizados. Tal, deve-se a uma eficaz inativação de microrganismos, 
grande disponibilidade e baixo custo. Todavia, estes tratamentos podem conduzir a 
alterações pouco favoráveis, nomeadamente, desnaturação proteica, alterações texturais e 
perda de vitaminas e sabores (Lado e Yousef, 2002).  
A crescente exigência e preferência dos consumidores, por produtos minimamente 
processados e com caraterísticas organoléticas e sensoriais intactas, conduziu à pesquisa e 
introdução de técnicas físicas que permitissem contornar os efeitos indesejáveis associados 
Fig. 1. Métodos de preservação alimentar ao longo da História. 
Heinz e Buckow, 2010 
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ao tratamento pela temperatura. Radiação, alta pressão, impulsos elétricos, ultrasons e 
campos magnéticos oscilatórios constituem alguns exemplos de métodos emergentes 
(Chapleau et al., 2006; Heinz e Buckow, 2010).  
Entre estes novos métodos, a utilização de altas pressões, processo comummente 
designado por High Hidrostatic Pressure (HHP) ou High Pressure Process (HPP), tem 
vindo a ganhar relevância em diferentes setores alimentares. Esta é uma técnica promissora 
aplicada já industrialmente a diversos produtos disponíveis no mercado: sumos de frutas, 
compotas, presunto, guacamole, 
temperos, arroz, peixe e marisco 
(Murchie et al., 2005). Vegetais e 
carne são os alimentos nos quais 
esta técnica é mais aplicada 
(Figura 2). A comercialização de 
produtos tratados por HPP iniciou-
se no Japão em 1990, expandindo-
se para a Europa e Estados Unidos 
da América a partir de 1996 (Heinz 
e Buckow, 2010).  
 
 
 
2. Processamento de alimentos por alta pressão hidrostática 
  
A pressão (P) é uma variável, definida primariamente por Pascal, como a 
intensidade de uma força (F) perpendicular à superfície de aplicação, por unidade de área 
(A), sendo expressa matematicamente como:  
 
P =      
A pressão exercida por um fluido confinado é dada pelo rearranjo da equação 
anterior, sendo equivalente à sua massa (m) multiplicada pela força da gravidade (g), tendo 
este valor, que ser expresso por unidade de área. A massa do líquido é obtida através do 
produto entre o volume e a densidade específica (ρ) do fluido em questão, o que origina 
 
33% 
28% 
 
17% 
15% 
7% 
Vegetais 
Carne 
Sumos de 
fruta e 
outras 
bebidas 
Produtos 
marinhos 
Outros 
produtos 
Fig. 2. Distribuição do processamento por Altas Pressões 
Hidrostáticas por diferentes setores alimentares. Heinz e 
Buckow, 2010. 
      
 C
A
P
ÍT
U
L
O
 I- In
tro
d
u
çã
o
 
C
A
P
ÍT
U
L
O
 II-M
a
teria
is e M
éto
d
o
s  
3 
 
assim a expressão vulgarmente utilizada para a determinação da pressão hidrostática 
(Atkins, 2001):  
   P = ρgh 
 
A pressão é uma grandeza escalar expressa no Sistema Internacional pelo 
Pascal (Pa), que corresponde ao Newton por metro quadrado (N m
-2
) (Levine, 1995; Atkins 
e Jones, 2005). Não obstante, outras unidades são frequentemente usadas (Tabela 1).  
 As pressões utilizadas para o processamento de alimentos variam entre 100 e 
1000 MPa. Esta gama corresponde a valores muito elevados, em comparação com a gama 
de valores representada na biosfera (Raso e Barbosa-Cánovas, 2003), que varia entre 
0,03 MPa no Everest, o ponto 
mais elevado do planeta, e 
110 MPa na Fossa das Marianas 
no Pacífico (Considine et al., 
2008; Aertsen et al., 2009). 
Assim, o limite máximo 
hiperbárico que se observa na 
Natureza constitui o valor mínimo 
de pressão aplicado na indústria 
alimentar. 
 
2.1. Equipamentos de pressurização 
 
A aplicação de altas pressões a alimentos é feita em equipamentos, cuja 
constituição fundamental inclui um vaso de pressurização (Figura 3). Este possui uma 
câmara para colocação das amostras, um fluido de transmissão e uma ou mais bombas 
geradoras de pressão (Patterson, 2005). O processamento inicia-se com a abertura do 
tampo e colocação da amostra/alimento empacotada(o) na câmara de pressurização. Após 
selado o vaso, o fluido de transmissão é forçado a entrar na câmara por bombeamento, o 
que cria uma pressão isostática. Esta é a designada fase de carregamento. O fluido utilizado 
é normalmente constituído por água, óleos ou uma mistura de ambos. A função dos óleos é 
Tabela 1. Unidades utilizadas na quantificação de pressão
a
 
Unidades 
 
Símbolo Valor 
Pascal 
 
Pa N m
-2
 Kg m
-1
s
-2 
Bar 
 
Bar 10
5
 Pa 
Atmosfera 
 
Atm 1,01325 x10
5
 Pa 
Torriceli 
 
Torr 133.32 Pa 
Milimetros de mercúrio 
 
mmHg 133.32 Pa 
Pounds per square inch 
 
Psi 6849,757 Pa 
 
a
 Adaptado de Atkins, 2001 e  Atkins e Paula, 2006 
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proteger o vaso de pressurização da corrosão 
(Balasubramaniam e Balasubramaniam, 2003). O aumento 
da pressão pode ainda ser coadjuvado por êmbolos por forma 
a criar uma redução de volume na câmara do vaso (Hogan et 
al., 2005).  
  O funcionamento das bombas mantem-se ativo até 
ser atingida a pressão desejada (fase de compressão). Esta 
força é rapidamente transmitida entre fluido e amostra. 
Seguidamente, as válvulas são fechadas e a pressão mantida 
durante o tempo pré-determinado pelo utilizador (holding 
time), não sendo necessário nesta fase consumo energético 
adicional (Patterson, 2005; Knorr et al., 2011). 
Durante este processo verifica-se uma ligeira variação de 
temperatura (Figura 4). No caso da água, na fase de 
compressão, existe um aumento 
de cerca de 2-3 C por 100 MPa. 
Este aumento é influenciado pela 
temperatura inicial do material, 
sua compressibilidade e calor 
específico (Rastogi et al., 2007). 
Verifica-se que quanto maior a 
temperatura inicial, maior é o 
aumento de temperatura nesta 
fase (Balasubramaniam et al., 
2004). Após o tempo de processamento, inicia-se a despressurização do sistema. O 
processo termina com a abertura do equipamento (Bevilacqua, 2010).  
Fig. 4. Representação esquemática 
de um vaso de pressurização. A- 
Tampo; B- Par termoelécrico; C- 
Vaso de Alta Pressão; D- Tubos de 
aquecimento / refrigeração; E-
Isolamento; F- Câmara de 
pressurização; G- Entrada/saída do 
fluído de transmissão. Denys et al., 
2000 
Fig. 3. Variáveis do processamento por Alta Pressão. Pi- Pressão 
inicial; Pf- pressão final; Ti-temperatura inicial; Tm- temperatura 
máxima; ti-tempo inicial e tf-tempo final. Balasubramaniam et 
al., 2004. 
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O modo de pressurização descrito é designado por batch. Os alimentos líquidos 
podem, todavia, ser tratados de modo semi-contínuo. Neste segundo caso, existem vários 
vasos de pressurização. Estes são providos de pistões móveis onde se move o fluido de 
transmissão, que são responsáveis pela compressão. Recorrendo a bombas de baixa pressão 
os alimentos são carregados diretamente para o vaso. A vantagem adicional deste sistema é 
a possibilidade de cada vaso se poder encontrar numa fase diferente do tratamento, 
podendo ser mantida uma laboração contínua (Nguyen e Balasubramaniam, 2011). 
 
2.2. Princípios regentes na pressurização 
   
Um dos princípios subjacentes ao processamento de alimentos por alta pressão é o 
princípio de Le Châtelier. Tal, estabelece que um sistema em equilíbrio responde a 
qualquer perturbação que lhe é imposta com alterações que tendem contrariar a 
perturbação a que foi sujeito. Assim, sob pressão, o sistema vai tender para um estado de 
menor volume, bem como acelerar as reações que a esse estado conduzem (Oger e Jebbar, 
2010). Outro efeito que alicerça o tratamento por HPP é o princípio isostático ou princípio 
de Pascal. Este postula que a pressão exercida por um fluido confinado apresenta um 
carácter uniforme, sendo aplicada ao mesmo tempo e com a mesma intensidade em todas 
as direções do espaço. Deste modo, permite que o tratamento aplicado seja independente 
do volume, dimensões e geometria das amostras e não se formem gradientes durante o 
tratamento, tal como acontece com a pasteurização, tratamentos por micro-ondas ou por 
radiação (Smelt, 1998; Rastogi et al., 2007). 
 
2.3 Vantagens e limitações da tecnologia de alta pressão 
 
A expansão da técnica de pressurização no mercado alimentar, em detrimento da 
pasteurização, encontra-se apoiada no desenvolvimento de numerosos estudos que têm 
contribuído sistematicamente para o esclarecimento de vantagens e desvantagens 
associadas a este processamento e seus efeitos nos produtos alimentares, tal como 
resumido na análise SWOT representada na figura 5.  
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As maiores vantagens desta tecnologia relacionam-se com a possibilidade de 
ultrapassar fatores limitantes do processamento térmico. O processamento por alta pressão 
evita a formação de gradientes de tratamento nos produtos, é independente da forma, 
volume e geometria dos mesmos e processa-se de forma homogénea e quase instantânea 
(Knorr, 1995; Torres e Velasquez, 2005; Heinz e Buchow, 2010).  
Outra categoria de vantagens relaciona-se com as caraterísticas sensoriais dos 
alimentos, sendo as texturas preservadas ou mesmo melhoradas, (Torres e Velasquez, 
2005) enquanto são inativadas reações químicas envolvidas na formação de sabores 
desagradáveis e evitada a destruição de nutrientes e pigmentos (Mújica-Paz et al., 2011). 
Relativamente aos tratamentos térmicos, o processamento por alta pressão reduz o 
consumo energético e a “pegada ecológica”, uma vez que, elevar a pressão a 500 MPa 
requer um gasto de energia muito menor do que o necessário para fazer subir a temperatura 
até 100 C (Pereira e Vicente, 2010; Toepfl et al., 2006). 
A tecnologia de alta pressão apresenta ainda um elevado potencial de otimização 
para novas aplicações como a possibilidade de aplicar a técnica em fase de congelamento 
ou descongelamento dos produtos e/ou combinação entre pressão e outros fatores de 
preservação de alimentos e pode ser aplicada com os produtos já embalados, desde que as 
embalagens sejam flexíveis, evitando re-contaminações (Lambert et al., 2000).  
Os principais inconvenientes apontados a este processamento residem em 
obstáculos metodológicos de aplicação prática, os quais comprometem a comparação entre 
estudos efetuados por diferentes unidades de investigação, tais como: as diferentes 
configurações e designs dos equipamentos de alta pressão aliados a uma descrição 
insuficiente dos parâmetros que influenciam o processo, variações na preparação do 
inóculo, no tratamento das amostras e na contagem de microrganismos (Balasubramaniam 
et al., 2004). Variáveis como o nível de pressão, tempo de tratamento, taxa de 
compressão/descompressão, temperatura e sua variação ao longo do processo requerem 
especial atenção por parte do investigador (Alpas et al., 2000). Este cuidado deve também 
ser mantido para com as amostras, tendo em atenção factores intrínsecos que podem 
condicionar e variar o rendimento do processo de inativação como: a matriz alimentar e 
sua constituição, atividade de água, pH das amostras, diversidade de perfis de resistência à 
pressão (tanto entre espécies quanto entre estirpes) e fase de crescimento da cultura 
bacteriana a testar (Alpas et al., 1999; Rendueles et al., 2011).     
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Oportunidades 
Técnica operacional em produtos termolábeis 
(Torres e Velázquez, 2005).  
 
Desenvolvimento de novas qualidades estruturais 
dos produtos, introdução de novos ingredientes e 
funcionalidades (Rastogi et al., 2007).  
 
Aceleração da desidratação osmótica quando 
usado como pré-tratamento (Rastogi et al, 2002). 
 
Aceleração do processo de demolha de bacalhau 
(Salvador et al., 2013). 
Redução do encargo financeiro associado ao 
descasque de ostras (He et al., 2002). 
Menores custos de processamento que a 
pasteurização (Arroyo et al., 1999). 
Diminuição do consumo energético e pegada 
ecológica associada ao tratamento alimentar 
(Pereira e Vicente, 2010). 
 
Fraquezas 
Processo influenciado por fatores 
extrínsecos (tempo de tratamento; 
taxa de pressurização/descompressão, 
níveis de pressão/temperatura) e 
intrínsecos (composição do alimento; 
pH; atividade da água; estado 
fisiológico do microrganismo) (Oey 
et al., 2008). 
 
Recuperação de microrganismos 
(Bull et al., 2005). 
Forças 
Tratamento homogéneo e independente de 
volume e geometria (Rastogi et al., 2007). 
 
Prolongamento da vida do produto e maior maior 
estabilidade intrínseca (Rendueles et al., 2011). 
 
Inativação de microrganismos e enzimas à 
temperatura ambiente (Amina et al., 2010). 
 
Evita alteração de valor nutricional, sabor e 
textura. Qualidades sensoriais são muito 
próximas dos produtos não tratados (Buzrul e 
Alpas, 2004; Keenan et al., 2012). 
 
Substitui o uso de conservantes e químicos 
(Rastogi et al., 2007). 
 
Técnica multialvo: dificulta aquisição de 
resistência pelos microrganismos (San-Martin et 
al., 2002; Matser et al., 2004). 
 
 
Entraves 
Dificuldades de comparação entre 
estudos (Balasubramaniam et al., 
2004). 
Possibilidade de indução de 
resistência nos microrganismos 
(Ludwig, 2002). 
A maquinaria utilizada é complexa e 
requer alta precisão durante a 
construção, uso e manutenção 
(Kadam et al., 2012). 
Elevados custos iniciais para 
obtenção do equipamento necessário 
(Toepfl  et al., 2006). 
Tecnologia de Alta Pressão 
Fig. 5. Análise SWOT da técnica de alta pressão associada à indústria alimentar. 
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3. Inativação de microrganismos por alta pressão 
 
O interesse pela tecnologia de alta pressão iniciou-se durante o século XIX, estando 
diretamente relacionado com o desenvolvimento de equipamentos geradores de pressão. A 
sua introdução no domínio das biociências ocorreu, no virar desse século, através do 
estudo dos efeitos da pressão em organismos de fundos oceânicos (Demazeau e Rivalain, 
2011a).  
As primeiras observações de inativação de microrganismos, por alta pressão 
hidrostática, são descritas por Roger entre 1892 e 1895 (Demazeau, 2009; Demazeau e 
Rivalain, 2011b). A aplicação deste efeito na área da preservação alimentar deu-se quatro 
anos mais tarde, em 1899, por Hite que foi considerado, por este feito, o percursor do 
tratamento alimentar por alta pressão (Hite, 1899; Demazeau e Rivalain, 2011b). A 
produção de alimentos seguros requer um adequado conhecimento das respostas 
fisiológicas dos microrganismos perante os agentes promotores de inativação (Mañas e 
Pagán, 2005). Neste contexto, alguns patogénicos alimentares, nomeadamente, Escherichia 
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Vibrio 
spp são bactérias extensivamente estudadas, em termos de inativação por HPP (Considine 
et al., 2008).  
A inativação de microrganismos através de HPP decorre de uma ação multi-alvo. 
Deste modo, a destruição das células está associada, não tanto a lesões irreversíveis numa 
estrutura ou função particular, mas a acumulação de danos generalizados dos quais a célula 
não consegue recuperar (Rendueles et al., 2011). Pressões compreendidas entre os 300 e os 
600 MPa conseguem inativar leveduras, fungos, vírus e a maioria das espécies bacterianas 
patogénicas, cujo veículo de transmissão é o alimento (Smelt, 1998). A resistência 
intrínseca dos microrganismos à alta pressão é variável sendo possível estabelecer, na 
generalidade, o seguinte gradiente de resistência: protozoários e parasitas < leveduras e 
fungos filamentosos < bactérias de Gram negativo < bactérias de Gram 
positivo < endósporos (Arroyo et al., 1999; Rendueles et al., 2011).  
De um modo geral, observa-se que quanto mais complexos os organismos, maior a 
sua sensibilidade à inativação por alta pressão (Yuste et al., 2001). Assim, as células 
eucarióticas são mais sensíveis do que as procarióticas. Embora as células vegetativas dos 
fungos sejam bastante susceptíveis, os ascósporos, de espécies resistentes ao calor, como 
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as pertencentes aos géneros Byssochlamys, Neosartorya e Talaromyces, resistem a 
pressões de 800 MPa requerendo, por isso, um tratamento combinado entre pressão e 
outros fatores, tal como acontece com os endosporos bacterianos (Black et al., 2007a; 
Considine et al., 2008).  
Nas bactérias, a barotolerância difere bastante entre espécies de Gram positivo e de 
Gram negativo, sendo as últimas geralmente mais sensíveis à pressão. Este padrão está 
relacionado com presença de ácidos teicóicos na camada de peptidoglucano das bactérias 
de Gram positivo (Escriu e Mor-Mur, 2009) e com o facto de as bactérias de Gram 
negativo possuirem uma parede celular mais fina e uma membrana externa rica em 
lipopolissacarídeos, o que a torna mais suscetível à pressão (Pilavtepe-Çelik et al., 2008). 
Os endósporos bacterianos apresentam um revestimento formado por várias camadas que, 
no seu conjunto, conferem elevada resistência intrínseca, podendo resistir a 1000 MPa. 
Para a inativação de endósporos pode ser necessária a indução prévia da germinação ou a 
combinação de HPP com outras técnicas (Mor-Mur e Yuste, 2005). 
A morfologia das células tem também influência na sua sensibilidade à pressão. Os 
cocos são mais sensíveis à pressão, sucedendo-lhes as formas pleomórficas e os bastonetes 
direitos ou encurvados (San Martín et al., 2002).  
A suscetibilidade dos vírus à pressão varia dentro de uma gama bastante alargada 
em virtude da grande diversidade estrutural. Verifica-se, no entanto, que os vírus com 
envelope têm uma maior sensibilidade à pressão relativamente a vírus que não possuem 
esta estrutura (Kovac et al., 2010).  
 
3.1. Alvos celulares e moleculares da alta pressão  
 
A membrana citoplasmática constitui um dos principais alvos da pressão. As 
moléculas lipídicas que a constituem são fortemente afetadas por este parâmetro (Rivalain 
et al., 2010). Durante a fase de compressão, ocorre uma redução da espessura da 
membrana citoplasmática, o que resulta de várias alterações estruturais (San Martín et al., 
2002). A maior ordenação das cadeias de ácidos gordos reflete-se na substituição de uma 
fase líquida-cristalina dos fosfolípidos por uma fase de gel. Sob pressão, é induzida a 
formação de várias fases de gel, o que não se verifica a condições atmosféricas (Daniel et 
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al., 2006). A cristalização dos fosfolípidos conduz a perda de fluidez membranar, 
necessária à regulação do gradiente iónico. A associação entre membrana e proteínas, nesta 
contidas, é também afectada. Verifica-se, ainda, redução da atividade de complexos 
proteicos, como por exemplo, as ATPases. Tal, interfere no fluxo de protões e 
consequentemente na regulação do pH, condicionando a homeostase intracelular (Murchie 
et al., 2005). Estes efeitos agravam-se ainda mais durante a fase de descompressão, 
ocorrendo formação de poros, disrupção membranar e libertação do material 
citoplasmático (Rendueles et al., 2011). 
A maioria das reações envolvidas em vias bioquímicas encontram-se associadas a 
modificações de volume. Sob pressão, verifica-se um efeito adjuvante para com as que 
promovem redução de volume, e em contraponto, um efeito antagónico quando se 
manifesta um aumento (Patterson, 2005). A pressão atua sobre os ácidos nucleicos 
causando a sua condensação. Estas alterações têm efeito significativo no funcionamento do 
genoma, nomeadamente, nos processos de replicação e transcrição. A síntese proteica é 
fortemente reprimida devido à dissociação das subunidades ribossomais, fator que 
restringe a capacidade de adaptação de microrganismos a altas pressões (Abe, 2007).   
As respostas adaptativas de microrganismos que sobrevivem a uma exposição 
subletal à pressão incluem a ativação do mecanismo de resposta SOS. Embora tipicamente 
associado a danos no DNA, este mecanismo está também envolvido na rápida adaptação 
das bactérias a fatores de stresse (Aertsen et al., 2004; Aertsen e Michiels, 2005). A 
pressão induz a expressão de genes de proteínas de choque térmico o que leva a propor 
que, ao nível membranar e de síntese proteica, os efeitos da alta pressão são análogos aos 
das temperaturas extremas (Bartlett, 2002).  
De forma geral, os tratamentos por pressão envolvem menor energia que os 
tratamentos térmicos. Enquanto que para elevar a temperatura de um litro de água de 20 
para 25 C são necessários 20,9 kJ, para uma pressurização a 400 MPa apenas são precisos 
19,2 kJ, por litro de água. Assim, o tratamento por alta pressão afeta preferencialmente 
ligações fracas sem, contudo, interferir com ligações covalentes (Rastogi et al.,2007). Estas 
últimas, começam apenas a ser afectadas a pressões de cerca de 2 Gpa (Oger e Jebbar, 
2010), o que torna a desnaturação pela pressão diferente da que se processa pelo calor 
(Rivalain et al., 2010). Moléculas ricas em ligações químicas fracas (pontes de hidrogénio, 
ligações iónicas e interacções hidrofóbicas) constituem importantes alvos dos efeitos da 
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pressão, com consequente perda das suas funções (Balny, 2004). As proteínas são alvo de 
alterações nas estruturas secundária, terciária e quaternária, todavia a estrutura primária, 
mantida por ligações covalentes, é preservada (Considine et al., 2008). Dependendo da 
magnitude dos parâmetros utilizados, a desnaturação proteica pode ser reversível. As 
alterações irreversíveis ocorrem apenas quando o nível dos 300 MPa é ultrapassado, pois 
as proteínas oligoméricas tornam-se vulneráveis à dissociação (Rastogi et al., 2007). A 
incorporação de moléculas de água na arquitetura proteica, durante a pressurização, pode 
também estar associada a alterações conformacionais (Rivalain et al., 2010). As alterações 
conformacionais das proteínas podem constituir uma mais-valia na indústria, aumentando a 
digestibilidade e reduzindo a alergenicidade destas moléculas (Zeece et al., 2008; Paschke, 
2009). A estabilização e inativação de enzimas, como oxidases, constitui um dos pontos a 
favor do uso desta tecnologia. Este efeito impede o desenvolvimento de sabores 
desfavoráveis nos alimentos, aumentando consequentemente a sua qualidade (Rastogi et 
al., 2007) e é, por outro lado, um ponto fulcral na inativação microrganismos (Murchie et 
al., 2005).  
Constituintes químicos associados a boas qualidades alimentares como: sabor, cor 
ou valor nutricional, apresentam reduzidos níveis de dano. As moléculas mais pequenas 
como: aminoácidos, vitaminas e compostos que originam o sabor, têm propriedades 
barotolerantes e permanecem inalteradas (Heinz e Buckow, 2010). 
 
3.2. Alterações morfo-fisiológicas em microrganismos causadas pela alta pressão 
 
A exposição de microrganismos a níveis elevados de pressão induz alterações na 
morfologia e fisiologia das células, sendo que a severidade aumenta com o aumento dos 
valores de pressão (Tholozan et al., 2000). 
Após exposição a alta pressão, é possível, por observação em microscopia 
eletrónica (Figura 6), detetar a ocorrência de cicatrizes, irregularidades e enrugamentos na 
superfície das células, que se fazem acompanhar, frequentemente, de disrupção membranar 
(Ritz et al., 2002). Pode ocorrer ainda contração da parede, formação de poros e 
descolamento entre parede e membrana (Arroyo et al., 1999). Mycoplasma pneumoniae 
apresenta uma barotolêrancia muito superior à de bactérias de Gram positivo, o que tem 
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levado a propor que a parede é um alvo relevante dos 
efeitos da alta pressão e que danos nesta estrutura estão 
fortemente relacionados com a inativação de 
microrganismos (Hartmann et al., 2006). Os danos na 
parece celular dos microrganismos, em pressões 
subletais, não são uniformes em toda a população, 
existindo assim, possibilidade de recuperação por parte 
de sub-populações mais resistentes (Ritz et al., 2006).  
Em temos fisiológicos, verifica-se uma 
diminuição progressiva dos níveis de adenosina trifosfato 
(ATP) intracelulares, resultado da ineficiência das ATP 
sintetases (Tholozan et al., 2000), podendo causar a perda 
de mobilidade descrita para algumas bactérias 
(Nishiyama e Sowa, 2012). O metabolismo é também 
afectado pela alteração da atividade de enzimas 
intracelulares (Ritz et al., 2001). Após exposição a alta 
pressão, pode ocorrer condensação do citossol, do 
nucleoide e dos ribossomas (Kaletunç et al., 2004) e 
ainda perda de culturabilidade, associada à interferência 
na formação de anéis septais, processo crucial da divisão celular (Bowman et al., 2008). 
 
 
4. Processamento combinado envolvendo alta pressão 
  
O conceito de barreiras ou hurdle concept, na terminologia original, desenvolvido 
pelo investigador Lothar Leistner, traduz uma combinação de vários fatores de preservação 
por forma a garantir a segurança microbiológica e estabilidade dos produtos alimentares 
(Leistner, 2000). Esta abordagem assenta na combinação de efeitos de várias técnicas de 
preservação, por forma a criar, por exposição a vários agentes de stresse, um ambiente 
hostil ao desenvolvimento de microrganismos. Desta forma, é possível reduzir a 
intensidade de exposição do alimento a um determinado fator, podendo refletir-se na 
A 
B 
Fig. 6. Efeito de HPP em células de 
Salmonella typhimurium ATCC 13 311 
em células em fase estacionária em 
fosfato de sódio (pH 7). A- células não 
submetidas a pressão e B- células tratadas 
com 400 Mpa, 10 min, 20 ºC (B) (SEM). 
Tholozan et al., 2000. 
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diminuição dos custos de processamento e no aumento da segurança do produto (Leistner e 
Gorris, 1995). 
 
 
4.1. Alta pressão e temperatura 
 
A combinação entre pressão e temperatura tem sido muito explorada, na perspetiva 
da inativação de microrganismos em alimentos. As células vegetativas de bactérias 
apresentam maior resistência à alta pressão quando o tratamento é feito a temperaturas 
moderadas (entre 20 e 30 C), sendo mais sensíveis a temperaturas inferiores ou superiores 
a esta gama (Alpas et al., 2000; Raso e Barbosa-Cánovas, 2003; Picart et al., 2005). Os 
endósporos são menos suscetíveis à inativação. A conjugação entre alta pressão e alta 
temperatura aumenta, significativamente, a eficiência de inativação de endósporos e 
garante uma segurança alimentar acrescida, relativamente à aplicação de tratamento 
térmico simples (Lee et al., 2002; Krebbers et al., 2003; Cléry-Barraud et al., 2004).  
  Por sua vez, a recente aplicação de pressão em temperaturas inferiores a 0 C tem 
demonstrado boas perspetivas de redução de microrganismos (Luscher et al., 2004; Picart 
et al., 2005; Shen et al., 2005). 
Em alguns casos, verifica-se 
mesmo uma qualidade sensorial 
superior à resultante por HPP à 
temperatura ambiente (Fernández 
et al., 2007). A temperaturas 
negativas, a pressão a aplicar 
pode ser controlada por forma 
tirar partido das propriedades da 
água (Figura 7). A combinação 
entre estes dois parâmetros 
permite trabalhar sob seis formas 
sólidas de água com propriedades 
físicas distintas (Cheftel et al., 
2000). A exploração das Fig. 7. Diagrama da água. Kalichevsky et al., 1995. 
Pressão (MPa) 
T
em
p
er
a
tu
ra
  
(
C
 )
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propriedades latentes no diagrama da água permite alargar as possibilidades da técnica de 
HPP. A pressurização a temperaturas inferiores a zero é um tratamento já aplicado no 
processamento de produtos sensíveis à temperatura, como por exemplo, produtos marinhos 
consumidos crus (Cheftel et al., 2002), dos quais o salmão fumado é um exemplo. Este 
produto está associado aos patogénicos Listeria monocytogenes e Clostridium botulinum 
do tipo E e apresenta-se ainda como um produto de fácil deterioração por ação enzimática, 
sendo obtidos bons resultados através das novas tecnologias de pressurização a 
temperaturas baixas (Lakshmanan et al., 2003).  
 
4.2. Alta Pressão e pH 
  
A acidificação das amostras, sujeitas a tratamento por alta pressão, tem 
demonstrado aumentar a eficiência de inativação de bactérias (Ross et al., 2003). Em 
Listeria monocytogenes ATCC19117, tratada com 300 MPa por 10 minutos a 25 C, 
verificou-se uma redução de 8 Log a pH de 4 enquanto a pH neutro não houve inativação 
significativa (Koseki e Yamamoto, 2006). Trabalhos independentes, com diferentes formas 
vegetativas, corroboram estes resultados demonstrando maior eficiência de inativação 
quando o pH da amostra é manipulado para valores na gama ácida (Alpas et al., 2000; 
Daryaei et al., 2010).  
A pH baixo, a germinação de endosporos durante o tratamento é reduzida. No 
entanto, estes tornam-se mais sensíveis à pressão devido a diminuição da troca de catiões 
como Ca
2+
, Na
+
, K
+
, Mg
2+
 e Mn
2+
. Este efeito constitui, portanto, um fator coadjuvante à 
inativação de bactérias esporuladas por alta pressão (Wuytack e Michiels, 2001). Apesar 
disso, em bactérias acidófilas produtoras de esporos, como é o caso de Bacillus coagulans 
e Alicyclobacillus acidoterrestris, o baixo pH pode induzir a germinação de esporos 
(Vercammen et al., 2012).  
A diminuição de pH parece não ter qualquer efeito modulatório na inativação de 
leveduras e fungos por alta pressão (Reyns et al., 2000; Ross et al., 2003; Daryaei et al., 
2010). Este facto pode estar relacionado com a maior resistência destes microrganismos a 
valores baixos de pH. Comparativamente com maioria das bactérias, leveduras e fungos 
são capazes de ocupar nichos ecológicos com maior acidez como fruta e alimentos 
fermentados (Reyns et al., 2000; Adams e Moss, 2008).   
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4.3. Alta pressão e atmosfera de CO2 
 
A aplicação de alta pressão num ambiente rico em dióxido de carbono tem como 
efeito uma intensificação dos efeitos antimicrobianos deste último composto (Erkmen, 
2000; Erkmen, 2001; Erkmen e Karaman, 2001). As pressões envolvidas nestas aplicações 
são mais baixas do que as normalmente utilizadas para inativação por pressurização, 
ficando geralmente abaixo dos 50 MPa (Raso e Barbosa-Cánovas, 2003). A diminuição de 
pH verificada nas amostras, após pressurização em atmosfera de CO2, sugere a 
solubilização deste último. Sob pressão, as moléculas de CO2 podem atravessar a 
membrana citoplasmática criando um pH interno muito baixo que vai causar a inativação 
do microrganismo (Erkmen e Karaman, 2001). Testes de adaptação da técnica para um 
modo de operação contínuo em vez de pressurização batch mostraram-se muito 
promissores, garantindo elevados níveis de letalidade em várias matrizes alimentares 
(Parton et al., 2007).  
Resultados de inativação igualmente interessantes foram conseguidos para 
Escherichia coli ATCC11775 e Staphylococcus aureus 1.2465 quando a pressurização 
ocorreu em atmosfera não modificada, mas em que o CO2 foi previamente dissolvido nas 
amostras (Wang et al., 2010). A dissolução de CO2 numa fase aquosa conduz à formação 
de ácido carbónico (HCO3), cuja dissociação proporciona iões de hidrogénio, carbonato e 
bicarbonato. Assim, a ação do dióxido de carbono, vai causar uma alteração de pH interno 
análoga à que ocorre na pressurização em atmosfera enriquecida em CO2.     
 
4.4. Alta pressão e agentes antimicrobianos 
 
Grande parte dos aditivos utilizados em alimentos com o objetivo de aumentar a 
sua estabilidade são substâncias antimicrobianas (Søltoft-Jensen e Hansen, 2005). Nos 
últimos anos, aditivos artificiais têm vindo a perder interesse, sendo substituídos por 
moléculas naturais produzidas por animais, plantas, ou pelas designadas bacteriocinas 
produzidas por microrganismos (Gould, 1996). 
A sinergia entre alta pressão e compostos antimicrobianos baseia-se no facto de 
exposições subletais à pressão tornarem os microrganismos mais susceptiveis à ação destes 
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compostos. Assim, a ação combinada destes dois agentes, aumenta a eficiência de 
inativação a pressões mais baixas (Masschalck et al., 2001). A nisina é um péptido de 
sintese não ribossomal (bacteriocina) muito explorado em aplicações combinadas com alta 
pressão. Apresenta bons resultados de inativação, não só em modelos experimentais (meios 
tamponados) como também em matrizes alimentares (Yuste et al., 2002; Arqués et al., 
2005; Black et al., 2005). A nisina A, produzida naturalmente, é a única bacteriocina 
aprovada para uso comercial em muitos países (Cleveland et al., 2001; Hartmann et al., 
2011). Outras bacteriocinas têm, no entanto, sido testadas para aplicações combinadas com 
alta pressão.  
A adição de bactérias ácido-lácticas produtoras de bacteriocinas pode ser 
interessante em alimentos dependentes de fermentação láctica, em que são adicionadas 
culturas iniciadoras para acelerar a reacção (Ennahar et al., 2000; Drider et al., 2006). A 
título de exemplo verificou-se que o uso de um extrato antimicrobiano produzido por 
Lactobacillus casei OSY-LB6A demonstrou ser efetivo na redução de viabilidade de 
estirpes de Listeria monocytogenes com diferentes graus de resistência à pressão (Chung e 
Yousef, 2010). 
Verifica-se também que bacteriocinas que normalmente não causam qualquer efeito 
em bactérias de Gram negativo, em combinação com alta pressão, induzem uma redução 
significativa da viabilidade. Este efeito está relacionado com danos causados pela pressão a 
nível membranar que fragilizam as células e as tornam mais sensíveis às bacteriocinas 
(Kalchayanand et al., 2004). 
 
 
5. Listeriose como toxico-infecção alimentar 
 
A listeriose, denominação da infeção provocada por algumas espécies de Listeria, é 
reportada principalmente em países industrializados (Posfay-Barbe e Wald, 2009), tendo 
no entanto, baixa incidência em humanos. No mundo são contabilizados cerca de 7 casos 
por milhão de habitantes, por ano. Esta infeção acarreta, no entanto, graves consequências, 
podendo mesmo ser fatal (Lecuit, 2007). Um estudo de 2006 sobre a situação portuguesa, 
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concluiu que em 2003 a incidência de listeriose foi de 1,4 casos por cada milhão de 
habitantes (Almeida et al., 2006).  
Os grupos populacionais onde se manifesta tanto maior prevalência de listeriose 
como maior risco de infeção são as mulheres grávidas, principalmente no último trimestre 
quando a gravidez se encontra associada a imunossupressão (Lecuit, 2007), os recém-
nascidos (Acheson, 2000), indivíduos imuno-comprometidos, designadamente, 
seropositivos, portadores de hemopatias, transplantados, doentes oncológicos, portadores 
de hepatopatias, hemodialisados, portadores de próteses das válvulas cardíacas, diabéticos 
ou alcoólicos (Kuntzer et al., 2004) e ainda indivíduos na faixa etária de idade superior a 
65 anos (European Centre for Disease Prevention and Control, 2011; Todd e Notermans, 
2011).   
O processo infeccioso conduzido por Listeria monocytogenes pode ocorrer numa 
versão leve, não invasiva, ou numa forma severa, existindo invasão de tecidos. Esta última 
está relacionada com elevada taxa de mortalidade entre as pessoas afectadas (Rocourt et 
al., 2000; Roberts e Wiedmann, 2003).  
A listeriose está relacionada com patologias de vários órgãos devido ao carácter de 
patógeno intracelular de Listeria monocytogenes. A ocorrência de listeriose não invasiva 
manifesta-se através de gastroenterite associada a febre, diarreia e vómitos ou infecções 
cutâneas, com um período de incubação de 1 a 7 dias. Estes casos são de difícil 
diagnóstico, podendo mesmo haver portadores assintomáticos (Swaminathan e Gerner-
Smidt, 2007; Warriner e Namvar, 2009).  
Em mulheres grávidas, os principais sintomas são febre, com temperaturas entre os 
38 e os 41 ºC, quadros clínicos semelhantes a gripe (cefaleias, mialgias e calafrios), 
gastroenterite (diarreias e dores abdominais), apendicite, pielonefrite ou pneumopatia. 
Pode, eventualmente, existir redução dos movimentos e alteração do ritmo fetal (Rocourt et 
al., 2000; Deguelte et al., 2004). A infecção pode desencadear partos prematuros, morte 
fetal, aborto ou infeção do rescém-nascido, estanto associadas a elevadas taxas de 
mortalidade neonatal (Le Monnier e Leclercq, 2009).  
Relativamente a Listeria monocytogenes, a dose mínima susceptível de causar 
doença em humanos é ainda desconhecida. Enquanto que em alguns países existe 
tolerância zero, isto é, os alimentos devem apresentar total abstenção do patogénio, 
noutros, e dependendo das características do alimento, este requisito é considerado 
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demasiado restritivo e baixas doses podem ser aceitáveis (Codex Committee on Food 
Hygiene, 1999). 
As normas da União Europeia (Regulamento (CE) Nº 2073/2005) estabelecem 
limites de segurança relativos ao patogénico Listeria monocytogenes de acordo com três 
categorias de alimentos: 
a) Produtos prontos para consumo, destinados a lactentes ou para fins medicinais 
específicos: nestes alimentos, é requerida a ausência de L. monocytogenes em 25 g 
de amostra. 
b) Alimentos favoráveis ao crescimento de L. monocytogenes: nestes casos solicita-se 
tolerância zero antes do produto em causa deixar a unidade de 
produção/processamento e menos de 100 UFC/g, durante o tempo de vida útil dos 
produtos, em fase de comercialização.  
c) Alimentos prontos para consumo, com condições pouco favoráveis ao 
desenvolvimento de L. monocytogenes: o controlo é feito nos produtos em 
comercialização, devendo o teor ser inferior a 100 UFC/g. 
Nos Estados Unidos da América, a legislação vigente é muito mais rígida. Os testes 
de detecção são efetuados  em amostras de 50 g. A presença de Listeria monocytogenes é 
considerada adulteração alimentar e conduz à rejeição do género alimentício (Jay et al., 
2005).  
 
 
6. O género Listeria 
 
6.1. Taxonomia 
 
O género Listeria pertence à ordem 
Bacillales na família Listeriaceae (Tabela 2). 
Estudos taxonómicos com base em sequenciação 
de rRNA 16S e 23S demosntraram que Listeria é 
um género filogeneticamente próximo dos 
géneros Brochothrix, com o qual forma a família 
Listeraceae, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, 
 
Tabela 2. Taxonomia de Listeria
a
 
Reino Bacteria 
Filo Firmicutes 
Classe Bacilli 
Ordem  Bacillales 
Família  Listeriaceae 
Género Listeria 
 
a
 Adaptado de Winn et al., 2006 
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Staphylococcus e Streptococcus (Collins et al., 1991; Sallen et al., 1996). 
Até 2010, o género Listeria compreendia seis espécies, L. grayi, L. innocua, L. 
ivanovii, L. monocytogenes, L. seeligieri e L. welshimeri, entre as quais duas patogénicas: 
Listeria monocytogenes, causador de doença em animais e humanos e L. ivanovii, 
causadora de doença em animais, e só muito raramente em humanos (Guillet et al., 2010). 
A designação de listeriose é aplicada à doença causada por qualquer destas duas espécies 
(Khelef et al., 2006; Slaghuis et al., 2007; Guillet et al., 2010).  
Muito recentemente, quatro novas espécies foram isoladas, descritas e inseridas 
neste género:  Listeria marthii (Graves et al., 2010); Listeria rocourtiae (Leclercq et al., 
2010); Listeria weihenstephanensis (Halter et al., 2013) e Listeria fleischmannii (Bertsch 
et al., 2013). 
 
6.2. Características morfologicas e estruturais 
 
As espécies do género Listeria 
(Figura 8) apresentam células de Gram positivo 
com dimensões de 0,4-0,5 m de largura e 1-
1,5 m de comprimento. Têm forma de 
bastonete podendo formar cadeias. Em 
esfregaço, podem apresentar formas cocóides. 
Em culturas antigas podem-se desenvolver 
filamentos de maior comprimento (> 6 m) 
podendo também algumas células apresentar 
resposta atípica à coloração de Gram 
(McLauchun e Rees, 2009). 
Possuem entre 2 a 6 flagelos perítricos 
que lhes conferem uma mobilidade celular característica (tumbling) entre 20 e 25 C. Não 
produzem cápsula nem endósporos (Knapp, 2006). 
 
 
Fig. 8. Presunto cozido inoculado com Listeria 
monocytogenes Scott A (CIP 103575) . Microscópio 
electrónico de varrimento (SEM). Ampliação 
5000 x. A barra representa 10 m. Hierro et al., 
2011. 
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6.3. Características culturais 
 
As colónias deste género, obtidas após 
incubação entre 24 a 48 horas, em meio Tryptic Soy 
Agar (Figura 9), são tipicamente circulares, viscosas, 
não pigmentadas e translúcidas, com superfície lisa, 
convexidade pouco marcada, margem inteira e 
diâmetro entre 0,5 e 1,5 mm (McLauchun e Rees, 
2009). Em colónias de 3 a 7 dias, o diâmetro aumenta 
para um valor compreendido entre 3-5 mm. A sua 
forma pode desenvolver algumas irregularidades e a 
aparência torna-se mais opaca (McLauchun e Rees, 
2009).  
O cultivo de Listeria em agar nutritivo dá origem a colónias que desenvolvem, sob 
intensidade luminosa normal, uma cor azulada. Apresentam um brilho azul esverdeado se 
visualizadas ao microscópio, sob luz oblíqua (ângulo de incidência de luz 45 e 135 de 
ângulo de visualização) designada por iluminação de Henry (Schuchat et al., 1991; Ryser e 
Donnelly, 2002; Yousef e Carlstrom 2003).  
 
 6.4. Características bioquímicas 
 
As espécies de Listeria produzem, tipicamente, resultados positivos para os testes 
vermelho de metilo, catalase e Voges Proskauer e negativos para oxidase, indol e sulfureto 
de hidrogénio (H2S). Hidrolizam esculina, mas não ureia e gelatina. Produzem ácido a 
partir de glucose e outros açúcares (Holf, 1996).  
A diferenciação entre espécies é feita com base na atividade hemolítica (capacidade 
de lise dos glóbulos vermelhos) para a qual L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri são 
positivas, produzindo uma zona de -hemolise em agar de sangue. Esta característica é 
mais pronunciada em L. ivanovii, podendo distinguir-se duas zonas de lise em volta das 
colónias (Bhunia, 2008). O teste CAMP (Christie–Atkins–Munch–Petersen) é utilizado 
para distinguir as espécies hemolíticas. Deteta reações sinergísticas das hemolisinas das 
Fig. 9. Colónias de Listeria innocua 
NCTC 10528 em substrato de agar. 
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espécies de Listeria com a  toxina de Staphylococcus aureus e com um exofactor de 
Rhodococcus equi. L. monocytogenes e L. seeligeri são positivas para o teste CAMP com 
S. aureus, mas negativas para o teste CAMP com R. equi, enquanto que para L. ivanovii se 
verifica o inverso (Schuchat et al., 1991; Jay et al., 2005). A produção de ácido a partir de 
diferentes açúcares é também testada. Neste âmbito, verifica-se que apenas L. 
monocytogenes é positiva para a ramnose (Holf, 1996).  
 
6.5. Nutrição 
 
Os requerimentos nutricionais para o crescimento de espécies de Listeria são 
hidratos de carbono, os aminoácidos cisteína, glutamina, isoleucina, leucina e valina e as 
vitaminas do complexo B biotina, riboflavina, tiamina e ácido tióctico (Glaser et al., 2001).  
Todas as espécies são capazes de utilizar glucose com formação de L(+)-ácido 
lático. Em contraste com a maioria das bactérias de Gram positivo, Listeria consegue 
crescer em agar MacConkey, resistindo aos sais biliares (Jay et al., 2005). A adição de 
ferro e aminoácidos arginina, histidina, metionina e triptofano estimulam o crescimento de 
Listeria monocytogenes (Khelef et al., 2006).  
 
 6.6. Crescimento 
 
As espécies de Listeria são aeróbias e anaeróbias facultativas, crescendo bem no 
laboratório em condições de aerobiose nos meios correntemente utilizados (Slaghuis et al., 
2007). Encontram-se bem adaptadas à sobrevivência no intervalo compreendido entre 1 e 
45 C, sendo a sua temperatura ótima de crescimento entre os 30 e os 37 C (Holf, 1996; 
McLauchun e Rees, 2009). As células são destruídas à temperatura de 60 C. Em Listeria 
monocytogenes, a exposição a stresse térmico conduz a modificações na composição de 
ácidos gordos da membrana citoplasmática (Khelef et al., 2006). Uma das características 
particulares de L. monocytogenes é a sua capacidade de proliferação a baixas temperaturas 
(4 C), tal como representado na figura 10, o que constitui uma dificuldade acrescida no 
controlo deste microrganismo em alimentos. Alguns mecanismos subjacentes à tolerância 
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ao frio são: a) alterações membranares com 
remodelação dos ácidos gordos constituintes 
dos fosfolípidos em termos de grau de saturação 
e comprimento das cadeias; b) síntese de 
proteínas de choque ao frio, proteínas de 
aclimatização ao frio e chaperones de protéases 
possivelmente envolvidas na degradação de 
material proteico anormal ou danificado; e c) 
acumulação de solutos compatíveis (Gandhi e 
Chikindas, 2007). A mobilidade das células é 
também sensível à temperatura, uma vez que L. 
monocytogenes apresenta mobilidade a 20 C, 
mas não a 37 C devido a repressão na 
expressão da flagelina a esta temperatura 
(McLauchun e Rees, 2009).  
 Listeria sobrevive no intervalo de pH de 4 a 9,5, estando o pH ótimo próximo de 7 
(Jay et al., 2005).  
Algumas espécies de Listeria resitem a 10% de NaCl, sendo o seu crescimento 
ótimo a 0,5% (Khelef et al., 2006). No entanto, e ao contrário do que sucede para 
Enterococcus, não se verifica crescimento quando expostas a 0,02% de azida sódica. 
Estirpes virulentas conseguem crescer na presença de 40 % (v/w) de bílis, pois expressam 
uma hidrolase de sais biliares (Dussurget et al., 2002).  
 
 6.7. Dispersão 
 
Listeria é um género ubíquo na natureza. Sendo saprófitas, estas espécies ocorrem 
naturalmente em material vegetal em decomposição (Hain et al., 2007). Podem ser isoladas 
em solo, água, trato gastrointestinal e fezes de animais, esgotos, poeira, lamas e alimentos 
(Khelef et al., 2006; Allerberger, 2007; Bhunia, 2008). Este género aparece normalmente 
associado a bactérias corineformes e Brochothrix  spp. (Jay et al., 2005). 
Armazenamento (semanas) 
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Fig. 10. Crescimento de Listeria monocytogenes a 
temperaturas de refrigeração ou congelação  Holf, 
1996. 
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Em alimentos, L. monocytogenes encontra-se mais frequentemente em produtos 
crus, tanto de origem animal como vegetal. Em alimentos cozinhados, a sua presença pode 
dever-se a contaminação pós-processamento (Codex Committee on Food Hygiene, 1999).  
Os veículos de transmissão nos principais surtos de listeriose na América do Norte 
e Europa, entre 1979 e 2008, foram vegetais crús, leite crú e pasteurizado, queijo, paté, 
camarão, carne, cachorros quentes e truta fumada (Warriner e Namvar, 2009).    
 
6.8. Listeria innocua como modelo biológico de Listeria monocytogenes 
 
Listeria innocua é a 
espécie filogeneticamente mais 
próxima da congénere Listeria 
monocytogenes (Hain et al., 
2006). As duas espécies 
apresentam grande semelhança 
de características quer a nível 
bioquímico e de condições de 
crescimento quer a nível de 
resistência a fatores como 
acidez, dessecação, aquecimento 
e concentração de sais (Buzrul e 
Alpas, 2004). 
A grande vantagem na 
utilização de Listeria innocua como organismo modelo de Listeria monocytogenes é o 
facto de a primeira não apresentar, no seu genoma, a ilha de patogenicidade 1 de 
Listeria (LIPI-1) (Figura 11). O conjunto de determinantes de virulência presentes nesta 
região do genoma estabelece o caráter de patogénio intracelular. Assim, Listeria innocua é 
um organismo que pode ser manipulado de forma segura em trabalhos de investigação, 
sendo muito utilizada como modelo de Listeria monocytogenes nas mais diversas 
investigações relacionadas com a indústria alimentar. Inativação por pulsos elétricos 
(Sepulveda et al., 2005), pelo calor (Miller et al., 2011), alta pressão hidrostática (Buzrul e 
Fig. 11. Modelo de evolução de LIPI-1 entre as espécies de 
Listeria. As linhas vermelhas indicam a conservação funcional 
de LIPI-1. Os círculos a preto, a perda deste fragmento 
genómico e o círculo branco uma versão não funcional desta 
ilha. As dimensões entre ramos não refletem distâncias 
genéticas. Vázquez-Boland et al., 2001. 
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Alpas, 2004; Saucedo-Reyes et al., 2009), termo-sonicação (Bermúdez-Aguirre et al., 
2009), pulsos luminosos de alta intensidade (Palgan et al., 2011), sensibilização com 
agentes antimicrobianos (Lehrke et al., 2011; Iturriaga et al., 2012), formação de biofilmes 
(Perni et al., 2006), testes de recuperação a vários stresses (Miller et al., 2006; Miller et al., 
2009) são alguns exemplos.      
 
 
7. Objetivos  
 
O conceito de tecnologia de barreiras está associado à aplicação de agentes 
coadjuvantes no processo de tratamento por alta pressão. Tendo em perspectiva um cenário 
futuro de aplicação de HPP na inativação de Listeria em alimentos-veículo, este trabalho 
teve como objetivos avaliar o efeito da combinação de vários agentes na eficiência de 
inativação por alta pressão de Listeria innocua, usada como modelo biológico da espécie 
patogénica L. monocytogenes. Em concreto, pretendeu-se avaliar o efeito da variação do 
pH ou da temperatura na eficiência de inativação.  
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1. Material biológico 
 
A estirpe Listeria innocua (10528, National Collection of Type Cultures, UK; 
NCTC) utilizada no presente estudo foi cedida pela coleção de culturas da Escola Superior 
de Biotecnologia da Universidade Católica Portuguesa.  
A partir da cultura de Listeria innocua NCTC 10528 recebida, uma colónia isolada 
foi selecionada e inoculada em 50 mL de Tryptic Soy Broth (TSB, Liofilchem

). A 
incubação decorreu a 37 C com agitação de 170 rpm (Optic Ivymen System) durante 24 
horas. Esta nova cultura foi distribuída em alíquotas 1 mL, adicionadas de 20% de glicerol, 
previamente esterilizado e conservadas a -80 C (suspensão-stock). 
As culturas de conservação a médio-prazo (aproximadamente 30 dias) foram 
obtidas por inoculação da suspensão-stock, recorrendo à técnica de riscado, de placas de 
Tryptic Soy Agar (TSA, Liofilchem

). As placas foram incubadas a 37 C durante 48 
horas, sendo posteriormente conservadas no frigorífico a 4 C. Colónias bem isoladas 
destas culturas foram repicadas para meio líquido para a obtenção de culturas frescas antes 
de cada ensaio. 
 
 
2. Perfil de crescimento de Listeria innocua em meio líquido 
 
A cinética de crescimento de Listeria innocua NCTC 10528, em meio líquido, foi 
caracterizada por forma a assegurar que nos ensaios de HPP fossem utilizadas suspensões 
celulares em início de fase estacionária. A suscetibilidade a fatores de stresse pode variar 
consideravelmente entre as diferentes fases de crescimento e a fase estacionária 
corresponde, de forma geral, à menor suscetibilidade a fatores de inativação. 
A partir das culturas conservadas no frigorífico, selecionou-se uma colónia bem 
isolada com a qual se inocularam 50 mL de TSB. Esta cultura foi incubada a 37 C e 
170 rpm durante 20 horas, ao fim das quais apresentava já turvação significativa. Uma 
alíquota de 50 L desta cultura foi inoculada em 50 mL de TSB para obter um nova cultura 
que se incubou nas mesmas condições. Desta última, retiraram-se 200 L de cultura como 
inóculo para 200 mL de TSB. A nova cultura foi submetida à mesma temperatura e 
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agitação que as antecedentes. Durante a incubação, a densidade ótica a 600 nm (DO600) foi 
medida de hora a hora (espectrofotómetro Dynamica HALO DB-20 UV-Vis Double Beam 
Spectrophotometer

), colocando 2 mL de cultura em cuvetes descartáveis (VWR

) com 
1 cm de percurso ótico. Em cada momento de leitura, procedeu-se à calibração do aparelho 
usando TSB não inoculado como branco. Foram analisadas 3 réplicas da amostra, sendo o 
valor da DO600, em cada momento, calculado por média amostral. Sempre que as leituras 
de DO600 assumiram valores superiores a 1 procedeu-se à diluição da cultura com TSB não 
inoculado. Posteriormente, fez-se a correção da nova leitura para o fator de diluição. 
Em paralelo com a determinação da DO600, procedeu-se à quantificação do teor de 
células viáveis na cultura. Este valor foi estimado pela concentração de Unidades 
Formadoras de Colónias (UFC mL
-1
). De 2 em 2 horas, alíquotas de 1 mL foram recolhidas 
e diluídas em série em soluto de Ringer (Merck). Triplicados das diluições selecionadas 
foram semeados por incorporação em TSA. As culturas foram incubadas a 37 C durante 
48 horas. Efetuou-se a contagem de colónias nas réplicas da diluição mais conveniente. As 
contagens obtidas foram corrigidas para o fator de diluição e o valor de UFC mL
-1
, em 
cada momento, foi calculado como a média das réplicas. 
Foram construídas três curvas de crescimento, correspondentes a três ensaios 
independentes. A curva média representa o logaritmo do valor médio de DO600 em função 
do tempo de incubação, no conjunto dos três ensaios. 
 
3. Processamento por alta pressão 
 
3.1. Equipamento de alta pressão 
 
Os tratamentos de alta pressão foram efectuados no equipamento de alta pressão 
Unipress Equipment, Model U33
 
(Institute of High Pressure Physics Unipress Equipment 
Division, Serial Number 1139/06).  
Este equipamento, construído em 2006, apresenta uma pressão máxima de operação 
de 700 MPa e funciona num espetro de temperaturas definido entre -20 C e 100 C, 
regulado por um termostato. 
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O vaso de pressurização tem 35 mm de diâmetro por 100 mm de altura, 
apresentando uma capacidade útil máxima de 100 mL. O fluido de transmissão de pressão 
utilizado é constituído por uma mistura de propilenoglicol (Dowcal

, Dow) e água, numa 
razão de 3:2. 
 
3.2.Preparação de culturas em fase estacionária 
 
As culturas utilizadas antes de cada ensaio de inativação foram obtidas a partir dos 
riscados de conservação mantidos a 4 C. Uma colónia isolada foi repicada para 50 mL de 
TSB. A cultura foi incubada a 37 C, durante 20 horas com agitação a 170 rpm. Desta 
cultura, recolheu-se uma alíquota de 200 L com a qual se inocularam 200 mL de TSB. A 
nova cultura foi incubada nas mesmas condições que a anterior, durante 12 horas, que foi o 
tempo estabelecido nos ensaios preliminares (curvas de crescimento) como o necessário 
para que fosse atingida a fase estacionária. 
No final da incubação, confirmou-se a fase de crescimento da cultura pelo valor 
DO600 de modo idêntico ao anteriormente descrito. O valor de referência de DO600 nas 
culturas de trabalho foi de 1,4-1,6 unidades de absorvância, correspondendo a um teor de 
células viáveis de cerca de 10
9
 UFC mL
-1
.  
 
3.3.  Ensaios de pressurização 
 
Por cada condição a testar, foi utilizada uma amostra da cultura de trabalho 
constituída por 9 réplicas. Cada réplica (500 L de cultura) foi acondicionada num 
microtubo maleável (X1000 Microtube PE 0,5 mL BECKMANN

), previamente 
esterilizado por luz ultravioleta (UV) durante 2 horas. O enchimento dos tubos foi 
efectuado de modo a que não ficassem retidas bolhas de ar no seu interior.  
No caso dos ensaios onde se estudou a influência do pH na inativação (secção 
3.3.3. deste capítulo), antes de encher os microtubos procedeu-se ainda a uma pré-diluição 
da cultura (1:10) para cada uma das condições (pH 4, 7 e 10) em soluto de Ringer cujo pH 
foi previamente ajustado por adição de HCl ou NaOH.  
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Os microtubos foram hermeticamente selados com parafilme (Parafilm
®
) e 
agrupados em conjuntos de três. Cada conjunto foi colocado num saco de polietileno que 
foi preenchido com água estéril destilada e hermeticamente selado. Os três sacos, 
correspondentes às 9 réplicas, foram reunidos e colocados num segundo saco de polietileno 
que se encheu também com água e foi posteriormente selado. Durante a selagem dos dois 
sacos evitou-se a retenção de de bolhas de ar. Cada amostra (saco com 9 réplicas) foi 
pressurizada tendo em conta as variáveis de estudo do ensaio em causa e objetivos, as 
quais serão abaixo esclarecidas. Depois de concluída a pressurização, as amostras foram 
retiradas do vaso de pressurização e colocadas em gelo fundente.  
3.3.1. Cinética de inativação de Listeria inoccua em função da pressão 
 
O ensaio preliminar de inativação por HPP teve como objetivo selecionar as 
pressões mais indicadas para aplicar em ensaios subsequentes. Foram testados seis valores 
de pressão: 100, 200, 300, 400, 500 e 600 MPa. O processamento foi efetuado à 
temperatura ambiente (não controlada), durante 5 minutos, e os processos de compressão e 
descompressão foram conduzidos a uma taxa intermédia (predefinição do equipamento, 
por defeito).  
3.3.2. Efeito da temperatura 
 
Para avaliar o efeito da temperatura, durante a pressurização, na eficiência de 
inativação de L. innocua, foram realizados ensaios a temperatura ambiente controlada 
(20 C) e em condições de temperatura inferior à temperatura ambiente: 4 C (temperatura 
normalmente utilizada nos processos refrigeração durante o armazenamento alimentar) e 
10 C (ponto intermédio entre as temperaturas anteriores).  
O tratamento realizou-se durante 5 minutos, sendo a pressão aplicada de 300 MPa 
com uma taxa de compressão/descompressão intermédia. Pressão, segundo a qual, de 
acordo com o ensaio preliminar, eram infligidos danos subletais nas células. 
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3.3.3. Efeito do pH 
 
Para avaliar a influência do pH, durante a pressurização, na eficiência de inativação 
de L. innocua, foram preparadas amostras com pH ácido (4), neutro (7) e básico (10). Os 
valores de pH ácido e básico escolhidos constituíam, respetivamente, o limite inferior e 
superior da gama de pH onde Listeria consegue crescer. A amostra onde o pH era de 7 foi 
considerada como controlo, uma vez que, constituía o valor de pH ótimo para o 
crescimento do microrganismo. A pressurização efetuou-se durante 5 minutos à 
temperatura ambiente (não controlada) e a uma taxa de compressão/descompressão 
intermédia. 
 
3.4. Determinação da concentração de células viáveis  
 
A determinação do teor de células viáveis (UFC mL
-1
) foi efetuada nas amostras 
sujeitas a tratamento com pressão e nos controlos não pressurizados. Uma alíquota de 
100 l de cada réplica foi sujeita a diluição em série e as diluições mais apropriadas foram 
semeadas, por incorporação, em TSA. As culturas foram incubadas a 37 C durante 48 
horas. No final da incubação procedeu-se à contagem de colónias. 
 De modo a obter uma estimativa do teor de células sobreviventes, calculou-se a 
média das contagens de colónias, nas réplicas da diluição mais adequada, tanto para 
controlos como para amostras representativas dos diferentes tratamentos. Este valor foi 
corrigido para o fator de diluição e os resultados foram expressos em UFC mL
-1
. 
O fator de inativação (FI) correspondente a cada tratamento foi determinado pelo 
logaritmo decimal da razão entre o número de UFC mL
-1
 nos controlos não pressurizados 
(N0) e amostras (Ni), segundo a expressão: FI=Log10 (N0/Ni). 
 
3.5. Tratamento estatístico 
 
Todas as condições experimentais foram testadas em três ensaios independentes. O 
FI correspondente a cada condição foi calculado como a média dos valores de FI em cada 
um dos ensaios. 
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A análise estatística foi efetuada com o software SPSS Statistics 17.0. A existência 
de diferenças significativas entre ensaios e condições foi avaliada por análise de variância 
simples (One-way ANOVA). Sempre que a igualdade foi rejeitada, os dados foram 
analisados segundo o método de Turkey para verificar quais tratamentos significativamente 
diferentes entre si. 
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1. Perfil de crescimento de Listeria innocua em meio líquido 
 
A avaliação do crescimento de Listeria innocua NCTC 10528 a 37 C (Figura 12) 
permitiu definir o tempo de incubação correspondente à transição da fase exponencial para 
a fase estacionária. As culturas mantiveram-se em fase exponencial durante cerca de 8 
horas. Como era esperado, verificou-se uma correlação significativa entre o teor de células 
viáveis, dado pela concentração de UFC mL
-1
, e a densidade ótica da cultura (coeficiente 
de correlação de Spearman de 0,8). A fase estacionária iniciou-se após 8 horas e as culturas 
mantiveram-se em fase estacionária até às 13 horas de incubação, período em que foram 
interrompidos os ensaios. Por forma a garantir que a cultura utilizada na preparação de 
amostras dos ensaios posteriores se encontrava em fase estacionária, foi estabelecido um 
período de incubação de 12 horas. 
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Fig. 12. Cinética de crescimento de Listeria innocua NCTC 10528 com base em densidade 
ótica e UFC mL-1 durante 13 horas. 
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2. Cinética de inativação de Listeria inoccua em função da pressão  
 
A utilização de uma gama de pressões compreendida entre 100 e 600 MPa permitiu 
caracterizar a cinética de inativação de Listeria innocua NCTC 10528, para tratamentos de 
5 minutos (Figura 13).  
Os resultados obtidos demonstram uma proporcionalidade direta entre inativação 
bacteriana e aumento da pressão aplicada, para o intervalo de pressões entre 200 e 400 
MPa. Verificou-se que a pressões de 100 e 200 MPa não houve inativação significativa 
(p > 0,5). A aplicação das três pressões mais elevadas (400, 500 e 600 MPa) causou 
inativação total da cultura (9,2 Log  0,02). A pressão de 300 MPa correspondeu a um FI 
de 4,4  0,07 que é um valor significativamente diferente dos obtidos com pressões mais 
baixas ou mais altas. Neste tratamento verificou-se a inativação de cerca de metade da 
população celular tendo sido este o valor de pressão considerado como mais interessante 
para os ensaios seguintes em que se pretendia avaliar o efeito de outros parâmetros na 
eficiência final de inativação.  
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Fig. 13. Inativação de Listeria innocua NCTC 10528 por HPP (5 min, T  ambiente) a diferentes 
pressões. As barras de erro representam o desvio-padrão. Diferentes letras indicam diferenças com 
significância estatística (p < 0,05). 
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 3. Efeito da temperatura 
 
Os ensaios de pressurização a 300 MPa, durante 5 minutos, a diferentes 
temperaturas (Figura 14) permitiram verificar um aumento da eficiência de inativação a 
temperaturas inferiores à temperatura ambiente. No entanto, os fatores de inativação 
calculados para os tratamentos a 4 e 10 C não são significativamente diferentes (p > 0,05). 
Comparando os valores do FI, verifica-se que a inativação foi 1,85 vezes mais eficiente a 
4 C do que a 20 C.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4. Efeito do pH 
 
Os resultados obtidos nos ensaios em que a pressurização foi conduzida em 
suspensões celulares com diferentes valores de pH (Figura 15) indicam que não houve 
diferenças estatísticas (p > 0,05) entre amostras de pH ácido e neutro. Nos dois casos, a 
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Fig. 14. Inativação de Listeria innocua NCTC 10528 por HPP (300 MPa, 
5 min) a diferentes temperaturas. As barras de erro representam o desvio-
padrão. Diferentes letras indicam diferenças com significância estatística 
(p < 0,05). 
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inativação obtida mostrou-se idêntica à verificada no ensaio preliminar para a mesma 
pressão. Em meio alcalino as células apresentaram menor suscetibilidade à inativação.  
Os fatores de inativação em meio ácido ou neutro foram de 3,9  0,83 - 4,3  0,85, 
correspondendo a uma suscetibilidade cerca de 6 vezes superior à apresentada em meio 
alcalino. 
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Fig. 15. Inativação de Listeria innocua NCTC 10528 por HPP (300 Mpa, 5 min, 
T ambiente) a diferentes níveis de pH. As barras representam o desvio-padrão. 
Diferentes letras indicam diferenças com significância estatística (p < 0,05). 
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1. Cinética de inativação de Listeria inoccua em função da pressão  
 
A análise preliminar do efeito da pressão na eficiência de inativação de Listeria 
innocua NCTC 10528 permitiu caracterizar a cinética de inativação deste organismo, em 
função da pressão, e assim, selecionar as condições de pressurização mais adequadas para 
os ensaios subsequentes. Nestes, o objetivo foi avaliar o efeito de fatores que podem afetar 
a eficiência de inativação, designadamente, a temperatura de processamento e o pH do 
meio de suspensão. Para tal, eram pretendidas condições em que não ocorresse inativação 
completa de modo a poder avaliar variações, na eficiência de inativação, através de 
variações no valor do fator de inativação. Para um tempo de aplicação constante, verificou-
se que o fator de inativação aumentou com o valor da pressão, tal como descrito para 
diversos microrganismos (Wuytack et al., 2002). 
A maioria dos microrganismos em fase vegetativa é inativada por níveis de pressão 
compreendidos entre 400 e 600 MPa, à temperatura ambiente, com reduções na 
concentração de células viáveis de mais de 4 ordens de grandeza (Devlieghere et al., 
2004). No presente trabalho, verificou-se a inativação completa da estirpe (IF = 9,2  0,02) 
com pressões iguais ou superiores a 400 MPa o que coloca Listeria innocua NCTC 10528 
numa gama intermédia de sensibilidade à pressão. A 300 MPa verificou-se uma inativação 
significativa (IF = 4,4 0,07), ainda que incompleta. Para os valores de pressão de 100 e 
200 MPa não houve inativação estatisticamente significativa  
A comparação entre resultados obtidos no presente trabalho e estudos análogos 
evidencia que os valores de inativação obtidos correspondem ao limite superior da gama 
relatada para várias estirpes de Listeria innocua e da sua congénere patogénica Listeria 
monocytogenes (Yuste et al., 1999; Rademacher et al., 2002; Black et al., 2007b; 
Amina et al., 2010; Muñoz-Cuevas et al, 2013). No entanto, a comparação dos resultados é 
limitada pelo facto de se referirem a condições experimentais muito diferentes 
relativamente às matrizes utilizadas e que incluem, para além de substratos laboratoriais 
como tampão Tris (Rademacher et al., 2002; Black et al., 2007b) ou meio TSB 
suplementado (Muñoz-Cuevas et al, 2013), matrizes alimentares naturais como leite 
(Black et al., 2007b; Amina et al., 2010) ou produtos cárneos (Yuste et al., 1999). A matriz 
da amostra constitui um dos fatores intrínsecos mais relevantes na inativação de 
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microrganismos por alta pressão (Smiddy et al., 2005), uma vez que são vários os 
constituintes que podem proporcionar um efeito protetor (Black et al., 2011). No caso do 
leite, os minerais cálcio, magnésio, fosfato e ainda o ião citrato parecem proteger da 
inativação (Black et al., 2007b). Muitos estudos evidenciam a variabilidade de resultados 
relacionada com a constituição da amostra na qual o microrganismo é inoculado. 
Diferenças de cerca de 3 Log foram registadas na redução de 
Listeria innocua ATCC 33090 a 300 MPa em sumo de kiwi e de ananás (Buzrul et al., 
2008). A redução bacteriana mais elevada, cerca de 4 Log, foi obtida em sumo de kiwi. A 
inativação de Listeria monocytogenes CTC 1034 é mais eficiente em presunto cozido do 
que em mortadela (Hereu et al., 2013). O tratamento de células de Listeria innocua 4202 
(coleção de culturas da Universidade de Cork) a 500 MPa em diferentes matrizes líquidas 
permitiu estabelecer um gradiente de sensibilidade decrescente traduzido na sequência 
PBS > tampão Tris > Leite > Leite + tampão Tris (Black et al., 2007b). Assim, e de uma 
forma geral, os resultados de estudos realizados em matrizes complexas devem ser 
interpretados tendo em conta a composição da amostra (Balasubramaniam et al., 2004).  
Para além da composição do meio extracelular, a fase de crescimento das culturas 
sujeitas a pressurização é determinante na suscetibilidade evidenciada. A construção da 
curva de crescimento de Listeria innocua NCTC 10528 permitiu a seleção de um tempo de 
incubação que garantisse que a cultura tinha atingido a fase estacionária. Nesta fase, as 
células bacterianas apresentam resistência acrescida a vários fatores de stresse em geral 
(Balasubramaniam et al., 2004), e para a pressão em particular (Mackey et al., 1995; 
Saucedo-Reyes et al., 2009). Assim, as amostras sujeitas a pressurização foram preparadas 
em condições de cultivo padronizadas e com tempo de incubação fixo de forma assegurar 
que se encontravam sempre em fase estacionária, apresentando assim os níveis máximos 
de resistência natural à pressão. 
 Com base nos resultados obtidos na primeira fase do trabalho, escolheu-se a 
pressão de 300 MPa para aplicar nos ensaios posteriores, uma vez que permitiria avaliar o 
efeito adjuvante ou antagónico de outros fatores para com a pressão.  
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2. Efeitos da temperatura 
 
O efeito sinérgico entre alta pressão e temperaturas superiores à ambiental é 
frequentemente caracterizada por níveis mais elevados de inativação bacteriana 
(Patterson e Kilpatric, 1998; Alpas et al., 1999; Chen e Hoover 2003; Ye et al., 2012), 
sendo uma estratégia frequentemente utilizada na destruição de formas de resistência, 
como é o caso dos endósporos bacterianos (Lee et al., 2002; Ardia, 2004; 
Mathys et al. 2009). A utilização de temperaturas inferiores à temperatura ambiente e 
superiores a zero tem sido relativamente menos estudada.  
Os resultados do presente estudo mostram que L. innocua foi mais suscetível à 
inativação quando a pressurização foi conduzida abaixo da temperatura ambiente. Os 
resultados obtidos neste estudo mostram que a inativação de Listeria innocua NCTC 10528 
em TSB foi bastante superior nos tratamentos a 4 e 10 C, comparativamente com os 
tratamentos conduzidos 20 C. Estudos realizados com Listeria inoculada em diferentes 
matrizes alimentares, designadamente, carne (Carlez et al., 1993; Chen 2007), vegetais 
(Arroyo et al., 1999) e leite (Gervilla et al., 2000) confirmam a maior suscetibilidade à 
pressão a temperaturas baixas, independentemente da composição química do ambiente 
extracelular. Em carne, os níveis de inativação obtidos no tratamento a 4 C foram apenas 
superados pelo tratamento a 50 C (Carlez et al., 1993). No tratamento de leite foram 
observados, no entanto, diferentes comportamentos consoante o microrganismo. Enquanto 
que Lactobacillus helveticus CECT 414, Listeria innocua CECT 910 e Pseudomonas 
fluorescens CECT 378, apresentaram maior inativação, quando submetidos a 
pressurização, a 4 C do que a 25 C, o contrário foi verificado para Escherichia coli 
CECT 405 e Staphylococcus aureus CECT 534 (Gervilla et al., 2000).  
Na origem da maior suscetibilidade à pressão a temperaturas baixas podem estar 
alterações moleculares das membranas. O aumento da pressão induz a passagem dos 
fosfolípidos de uma fase liquida-cristalina (fluida) para uma fase de gel (Winter e 
Dzwolak, 2005). Por conseguinte, a membrana torna-se mais rígida e consequentemente 
menos permeável, provocando perda de funções. A aplicação de baixas temperaturas per 
se, causa efeitos semelhantes (Casadei et al., 2002; Russell, 2002). De facto, 
microrganismos barofílicos e psicrofílicos apresentam adaptações que resultam de 
evolução convergente. Em qualquer dos casos, a resposta aos fatores de stresse pressão ou 
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temperatura resulta principalmente num aumento de fluidez proporcionada pelo aumento 
do rácio de fosfolípidos insaturados/saturados na membrana plasmática (Najjar et al. 2007; 
Winter e Jeworrek, 2009). No caso da adaptação à temperatura esta remodelação 
membranar designa-se adaptação homeoviscosa e inclui ainda a redução do comprimento 
das cadeias de ácidos gordos e a modificação dos padrões de ramificação das cadeias com 
passagem da forma iso (ponto de ramificação no penúltimo carbono da cadeia) para anteiso 
(ramificação no antepenúltimo carbono) (Hazel, 1995; Annous, 1997). O facto de 
diferentes agentes de stresse causarem danos equivalentes pode explicar as adaptações 
análogas e o carácter cumulativo dos danos causados por cada um dos fatores. Assim, a 
combinação de altas pressões e baixas temperaturas parece intensificar os danos celulares, 
permitindo que o nível de inativação pretendido seja atingido com valores de pressão mais 
baixos (Simonato et al., 2006).   
Listeria, como microrganismo psicrotrófico, pode apresentar, então, algumas 
adaptações que lhes são favoráveis quando expostas a pressão, mas que não são suficientes 
para prevenir os danos quando a temperatura baixa é usada como coadjuvante. Assim, 
regista-se um aumento na magnitude da inativação por pressurização a temperatura baixa, 
relativamente a organismos mais sensíveis aos efeitos diretos da pressão. As adaptações 
são mais marcadas quando o crescimento dos microrganimos psicrotróficos ocorre a baixas 
temperaturas, como as temperaturas de refrigeração (Edgcomb et al., 2000; 
Najjar et al., 2007), pelo que, a combinação de alta pressão e baixa temperatura pode ser 
especialmente útil para aumentar a eficiência de inativação de Listeria em alimentos 
preparados e conservados em frio como por exemplo carne, queijo e vegatais. 
 
 
3. Efeito do pH 
 
O estudo do efeito da pressurização, sob diferentes condições de pH, na inativação 
de L. innocua NCTC 10528, demonstrou menor suscetibilidade na gama alcalina, 
relativamente às condições ácida e neutra. Considerando que o valor de pH 10 se encontra 
acima do limite de tolerância do género Listeria, seria de esperar o efeito contrário, ou seja, 
um aumento da inativação. No entanto, embora os estudos sejam escassos, existem indícios 
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de que a combinação entre altas pressões e pH na gama básica diminui a inativação 
(Ritzet al.,2000). O ião Na
+
, adicionado ao meio em que as células são suspensas quando o 
pH é ajustado com NaOH, interfere no transporte específico de Na
+
 pela membrana e está 
envolvido na homeostase do pH (San Martín et al., 2002). Embora as soluções de NaOH 
possam apresentar efeito anti-microbiano, nomeadamente, por desnaturação proteica e 
saponificação de ácidos gordos, (Vasseur et al., 1999) a sua utilização para elevação do pH 
pode ter provido a amostra com iões de sódio e exercido um efeito estabilizador sobre a 
membrana.  
Quando as células microbianas são cultivadas em condições alcalinas, os 
fosfolípidos das membranas apresentam proporção superior de ácidos gordos ramificados, 
bem como de formas anteiso mais elevada (Giotis et al., 2007). Estas alterações 
proporcionam maior fluidez na membrana e aumento da tolerância a stresse, 
nomeadamente, à pressão, tal como discutido anteriormente para os efeitos da temperatura. 
A maior resistência de Listeria a HPP em meio alcalino não é, no entanto, uma limitação 
relevante em termos de segurança alimentar, uma vez que o pH normal dos alimentos se 
situa na gama ácida e são muito raros os alimentos com pH neutro ou ligeiramente acima 
de 7.  
O aumento de acidez, em amostras expostas a pressurização, apresenta boas 
perspetivas de aumentar a inactivação bacteriana (Alpas et al., 2000; Daryaei et al., 2010; 
Alzamora et al., 2012). A inativação de Listeria monocytogenes Scott A e CA, em PBS 
com pH 4, foi 2,5 Log acima da inativação obtida para gamas de pH com alcalinidade entre 
0,6 - 2 pontos mais elevada para idênticas condições de pressurização (Stewart et 
al., 1997). Mais recentemente, foram documentados, para amostras de Listeria 
monocytogenes ATCC19117 em água peptonada tamponizada (0,1% a 5%) submetidas a 
300 MPa por 10 minutos a 25 C, 8 Log adicionais de inativação em pH 4 
comparativamente com pH 7 (Koseki e Yamamoto, 2006). No presente estudo, a 
inativação a pH neutro e ácido não foi significativamente diferente, o que pode estar 
relacionado com o facto de ter sido usado ácido clorídrico (HCl) na acidificação das 
amostras. Estudos análogos, em que a acidificação das amostras foi feita com diferentes 
ácidos, revelaram que os ácidos orgânicos, nomeadamente, ácido acético e ácido lático têm 
maior efeito inibitório do que o ácido clorídrico (Vasseur et al., 1999). Os ácidos orgânicos 
são frequentemente adicionados a alimentos para reduzir a atividade microbiana e 
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aumentar a sua estabilidade (Beales, 2004). Estes, apresentam maior capacidade de 
penetração nas membranas celulares do que os inorgânicos (Phan-Thanh et al., 2000; 
Miller et al., 2009), através de porinas e permeases, e a sua dissociação no ambiente 
intracelular causa desequilíbrio homeostático e inativação enzimática (Lehrke et al., 2011). 
Pelo contrário, a membrana citoplasmática apresenta baixa permeabilidade protónica. A 
entrada de protões pode ser feita através de transporte transmembranar, mas à custa de 
consumo de energia e por isso os ácidos inorgânicos fortes que apresentam uma forte 
capacidade dissociativa no meio extracelular, como é o caso do ácido clorídrico, podem 
causar efeitos intracelulares menos drásticos (Lehrke et al., 2011).  
Os ácidos orgânicos apresentam elevadas taxas de dissociação sob pressão 
(Rendueles et al., 2011), o que faz com que a comparação de resultados obtidos em 
experiências de pressurização com manipulação do pH tenham que ser interpretados com 
cuidado. O tempo que medeia a acidificação e a pressurização pode influenciar a 
dissociação dos ácidos fora e dentro das células com consequências no resultado final da 
inativação.  
A exposição de células de Listeria a stresse acídico ou alcalino induz respostas 
adaptativas. Estudos com Listeria monocytogenes LO28, uma estirpe tolerante à acidez, 
demonstraram que enquanto as células em fase exponencial necessitam de contacto prévio 
com condições de acidez subletais para se tornarem tolerantes, as células em fase 
estacionária são naturalmente mais resistentes (O’Driscoll et al., 1996).  
No presente estudo, não foi feita a avaliação da combinação baixa temperatura - 
baixo pH na suscetibilidade de L. innocua à alta pressão. No entanto, este estudo pode ser 
interessante uma vez que a adaptação à acidez confere proteção cruzada, isto é, proteção 
contra outros fatores inibitórios, designadamente, choque térmico e choque osmótico 
(Gahan et al., 1996; Gandhi e Chikindas, 2007). Por outro lado, as baixas temperaturas 
parecem reduzir a capacidade celular de adaptação a condições de acidez, talvez porque 
nestas condições a adaptação envolve um processo inverso ao despoletado pela 
alcalinidade, ou seja, diminuição de fluidez da membrana (Koutsoumanis et al., 2003; 
Mastronicolis et al., 2010). É também importante considerar que estirpes de Listeria 
monocytogenes, adaptadas a pH baixo, parecem ter uma virulência reforçada (Cotter et al., 
2000), o que torna a interação frio-acidez particularmente relevante na utilização da 
tecnologia de HPP a alimentos, na perspetiva da redução do risco de listeriose.  
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Conclusões 
 
Os resultados confirmam a suscetibilidade de Listeria innocua NCTC 10528 à alta 
pressão e põem em evidência a interação entre pressão e frio ou acidez, na eficiência do 
tratamento. O estudo da combinação entre alta pressão e temperatura revela que a 
pressurização a temperaturas situadas entre a temperatura de congelação e a temperatura 
ambiente pode ser particularmente eficiente na inativação de Listeria em alimentos 
refrigerados. Embora o pH alto tenha causado uma redução da eficiência de inativação 
relativamente à obtida com pressurização em ambiente ácido ou neutro, o tratamento de 
alimentos por HPP para inativação de Listeria continua a apresentar-se como promissor, 
uma vez que os alimentos-veículo típicos apresentam valores de pH na gama ácida. 
A aplicação do conceito de tecnologia de barreiras na utilização de coadjuvantes 
químicos ou físicos em tratamentos por HPP abre portas para a diminuição de custos 
associados à pressurização e reduzir, a níveis muito baixos, as alterações indesejáveis nas 
propriedades organoléticas dos alimentos.  
 
 
Perspetivas futuras 
 
A combinação com vários agentes, na tecnologia de HPP, na perspetiva da 
segurança alimentar, bem como a caracterização detalhada de efeitos e interações são de 
extrema importância. O estudo consistente das matrizes e influência dos seus constituintes, 
em efeitos de baroproteção, é também muito relevante para o estabelecimento de condições 
de tratamento adequado a cada tipo de alimento e microrganismos mais incidentes neles. É 
também relevante o estudo dos mecanismos de proteção cruzada e desenvolvimento de 
resistência após exposições sub-letais repetidas.  
A recuperação de microrganismos após pressurização e/ou durante período de 
armazenamento constitui outa linha de investigação emergente. No caso singular do 
presente estudo, e numa perspetiva de continuidade, seria interessante verificar a 
combinação entre alta pressão e outros agentes de preservação ou aditivos alimentares, 
designadamente, biosurfactantes, moléculas de origem lipídica utilizadas como 
antimicrobianos na indústria alimentar, e bacteriocinas.  
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A caracterização dos efeitos biológicos da alta pressão constitui um dos pilares do 
desenvolvimento e crescente expansão desta técnica. Dado que Listeria é um organismo 
bem adaptado a condições ambientais adversas e por isso um modelo biológico 
interessante no estudo de respostas ao stresse, a caracterização de respostas adaptativas à 
alta-pressão neste organismo pode proporcionar um avanço em termos de conhecimento na 
área da fisiologia e genética bacteriana. 
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Abstract 25 
 26 
Aims: The main objective of the present study was to evaluate the effect of temperature 27 
during processing and compression/decompression rates on the efficiency of 28 
inactivation of Listeria by high-pressure processing (HPP). 29 
 30 
Methods and Results: Stationary phase cultures of Listeria innocua, used as a surrogate 31 
of the pathogenic Listeria monocytogenes, were initially subjected to pressure at 4, 10 32 
and 20 °C. The ‘worst-case-scenario’, i.e. the temperature for which bacterial cells 33 
presented the lowest susceptibility to pressure (20 °C), was selected to test the effect of 34 
different compression and decompression rates. 35 
Differences in the inactivation factor obtained with different compression and 36 
decompression rates were only significant in treatments with 300 MPa, during 5 37 
minutes. The inactivation was more efficient al low temperature and with the lowest 38 
compression and decompression rates (1.5 MPa s
-1
 and 3.2 MPa s
-1
, respectively). 39 
 40 
Conclusions: The kinetics of pressure building up and relieve, as well as the 41 
temperature under which the treatment is conducted, have a significant impact on the 42 
outcome of the inactivation of Listeria by HPP. Therefore, these parameters must be 43 
carefully controlled when the efficient inactivation of Listeria is intended.  44 
 45 
Significance and Impact of the Study: The enhanced susceptibility of L. innocua to HPP 46 
below room temperature may provide the basis for HPP protocols that better preserve 47 
food nutritional properties, texture and flavor that may be perishable under high 48 
temperature processing. 49 
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Keywords 50 
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Introduction 54 
In recent years, many technological advances have been achieved by the food 55 
industry in relation to pathogens control. Currently, food preservation methods lead to 56 
the inactivation of microorganisms and enzymes and/or inhibition of microbial activity 57 
and growth (Raso and Barbosa-Cánovas 2003). Pathogens present in raw materials may 58 
be partly or totally eliminated during processing or preparation of food, but there is still 59 
a growing demand for processing techniques that can reduce microbial load and 60 
increase the food safety level, without compromising the desirable properties of food 61 
products.  62 
Given its advantages, high-pressure processing (HPP) has been considered as a 63 
promising alternative to conventional thermal pasteurization. Some of the most 64 
interesting features of this approach are the occurrence of microbial death without using 65 
heat, chemical additives or preservatives, the possibility to process food at ambient or 66 
refrigeration temperatures, the preservation of food natural flavor and texture and the 67 
technological possibility to create ingredients with novel functional properties (Rastogi 68 
et al. 2007). 69 
The microorganisms susceptibility to pressure may vary considerably, namely 70 
with the cell wall composition and growth phase of vegetative cells. Gram-positive 71 
bacteria are more resistant to HPP than Gram-negative bacteria, and stationary phase 72 
cells are more resistant than cells in exponential phase of growth (Smelt 1998, Yuste et 73 
al. 2004). 74 
Temperature and pressurization parameters, such as compression and 75 
decompression rates, may significantly influence the process outcome (Ramirez et al. 76 
2009). It has been suggested that bacteria vegetative cells have a lower susceptibility to   77 
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pressure at temperatures between 20 and 30 °C (Raso and Barbosa-Cánovas 2003). The 78 
influence of compression and decompression rates on several microorganisms 79 
inactivation in different food matrices has been studied, but contradictory results have 80 
been obtained and some controversy persists. A low compression rate is expected to 81 
induce a stress response from microbial cells, consequently leading to a less effective 82 
inactivation process (Smelt 1998). Enhanced inactivation of vegetative bacterial cells 83 
(Noma et al. 2002, Chapleau et al. 2006) and endospores (Hayakawa et al. 1998) with 84 
fast compression and/or decompression has been demonstrated but the inverse effect has 85 
also been reported. In treatments by a single pressure pulse, the inactivation efficiency 86 
was highest with the slowest compression and decompression (Chapleau et al. 2006) 87 
and some experiments with  Listeria innocua failed to demonstrate any significant 88 
effect of the pressurization ramp on the final outcome of the inactivation (Rademacher 89 
et al. 2002). It is most likely that the effect of the compression and decompression 90 
kinetics is strongly modulated by other physical and chemical factors, namely pressure 91 
value and temperature, during the processing. 92 
For these reasons, it is of paramount importance that appropriate HPP protocols 93 
are designed taking into account the characteristics of particular food products and 94 
target microorganisms, in order to maximize microbial inactivation and efficiently 95 
extend shelf life. This work main objective was to assess the importance of temperature 96 
and compression and decompression rates as determinant parameters on the efficiency 97 
of Listeria innocua inactivation by HPP, in order to provide scientific basis to design 98 
more efficient inactivation protocols. 99 
In this study, L. innocua, a non-pathogenic species, was used as an amenable 100 
surrogate for the pathogenic L. monocytogenes. L. innocua displays responses to 101 
chemical or thermal stress, similar to those of L. monocytogenes and it occurs in the  102 
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same natural environments (Gleeson and O'Beirne 2005, Gallo et al. 2007, Miller 103 
et al. 2009). 104 
 105 
 106 
Materials and methods 107 
 108 
Bacterial cultures 109 
Listeria innocua (10528, National Collection of Type Cultures, UK; NCTC) was 110 
obtained from Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Católica Portuguesa, 111 
Porto (Portugal). The stock cultures were streaked monthly and maintained in Tryptic 112 
Soy Agar (TSA, Liofilchem
®
) at 4 °C. For longer storage, liquid cultures in Tryptic Soy 113 
Broth (TSB, Liofilchem
®
) were cryopreserved at -80 °C with 20% sterile glycerol.  114 
Fresh stationary phase cultures were prepared before each inactivation assays. An 115 
isolated colony was inoculated in 50 mL of TSB and incubated for 20 h at 37 °C with 116 
continuous agitation at 170 rpm. From this culture, an aliquot of 200 μL of culture was 117 
transferred to 200 mL of TSB previously stabilized at 37 °C. This second culture was 118 
incubated in the same conditions of the first for approximately 12 h that corresponds to 119 
the time required to reach stable stationary phase, as determined by preliminary growth-120 
curve assays (data not shown). 121 
 122 
High-Pressure Processing assays 123 
The high-pressure equipment (Unipress Equipment, Model U33, Poland) has a 124 
pressure vessel with a maximum capacity of approximately 100 mL (35 mm diameter 125 
and 100 mm height). An external jacket is connected to a thermostatic bath for   126 
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temperature control.  The equipment delivers pressures up to 700 MPa within a 127 
temperature range of -20 °C - 100 °C and it allows the analogical manipulation of the 128 
compression and decompression rates. Exact values for compression and decompression 129 
rates can be calculated for each individual assay.  130 
For high-pressure experiments, the stationary phase culture prepared as described 131 
in section 2.1 was maintained in melting ice, and distributed in sterile compression 132 
microtubes (Microtube PE 0.5 mL Beckmann). The microtubes were completely filled 133 
avoiding air bubbles, and tightly caped. Sets of 3 replicates were wrapped in parafilm 134 
(Parafilm
®
) and put into polyethylene bags that were filled with sterile water, heat 135 
sealed, and kept in melting ice until 10 minutes before compression. After compression, 136 
the bags were kept in melting ice until processing of the samples for the determination 137 
of the viable cells concentration. 138 
In order to set out the most adequate treatment conditions for the subsequent 139 
experiments, in which a significant but incomplete inactivation was intended, the 140 
relation between microorganism survival and pressure was initially established. 141 
Samples were subjected to 100, 200, 300, 400, 500, and 600 MPa, during 5 minutes, at 142 
room temperature (22-24 ºC). The pressure holding time reported did not include the 143 
compression and decompression time. For these initial experiments, the compression 144 
and decompression rates were set to a fixed value (medium). 145 
 146 
Effect of temperature  147 
 To assess the temperature influence during high-pressure treatment on the efficiency 148 
of L. innocua inactivation, HPP assays were conducted at 4, 10 and 20 °C with a 149 
pressure value of 300 MPa, and 5 minute holding time.  150 
 151 
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Effect of compression and decompression rates  152 
In order to evaluate the influence of compression and decompression rates in the 153 
efficiency of L. innocua inactivation, bacterial cells were submitted to slow, 154 
intermediate, and fast compression and decompression. Two different pressure values, 155 
300 MPa and 400 MPa, were applied for 1 or 5 minutes, at 20 °C. The compression rate 156 
was calculated by dividing the holding pressure value by the time required to reach it 157 
and the decompression rate was calculated by dividing the holding pressure value by the 158 
time (s) required to its complete release. Compression and decompression rates were 159 
expresses as MPa s
-1
. 160 
 161 
Microbiological analyses  162 
Initially, OD600 of the stationary phase culture was checked and aliquots of 100 μL 163 
were taken for the determination of concentration of viable cells in the initial culture, 164 
untreated control (N0). For that, the culture aliquots were serially diluted in Ringer 165 
solution (Merck Millipore) and pour-plated in TSA, in triplicate. The plates were 166 
incubated for 48 h at 37 °C and colonies were counted in the replicates of the most 167 
suitable dilution. The viable cells concentration (CFU mL
-1
) was determined from the 168 
average of the replicates, corrected for the dilution factor. The viable cells concentration 169 
in treated samples (Ni) was determined as in untreated cells. 170 
The inactivation factor (IF) was calculated as the logarithmic reduction of the 171 
colony forming units concentration using the expression IF=log10 (N0/Ni). 172 
 173 
Replication and statistical analysis  174 
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All experimental conditions were tested in 3 replicates and all experiments were 175 
repeated as 3 independent assays. The IF for each condition was calculated as the 176 
average of the IF values of the independent assays.  177 
Significant differences between treatments were assessed by ANOVA, after 178 
verification of normal distribution and homogeneity of variances. Whenever significant 179 
differences were detected, the post-hoc bilateral Tukey’s test was applied. When 180 
normality was not observed, the differences significance was evaluated by the Kruskal-181 
Wallis test. The level of significance was set to 0.05. All statistical analyses were 182 
conducted with the SPPS Statistics 20 package. 183 
 184 
 185 
Results 186 
 187 
Relation between inactivation factor and pressure  188 
The inactivation factor (IF) values of L. innocua obtained with pressures between 189 
100 MPa and 600 MPa are represented in fig. 1. Between 100 and 400 MPa, there was 190 
an increase in the inactivation efficiency with increasing pressure (ANOVA, P<0.05) 191 
and the IF varied between 0.3 ± 0.29 with 100 MPa, and 9.2 ± 0.00 with 400 MPa. The 192 
highest incomplete inactivation corresponded to a 4.4 ± 0.07 log reduction in the viable 193 
cells concentration and was obtained with the 300 MPa treatment. With pressure values 194 
≥ 400 MPa, the bacterial culture was inactivated to the detection limit (complete 195 
inactivation, IF > 9).  196 
 197 
Relation between inactivation factor and temperature  198 
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The evaluation of the temperature effect during HPP treatment on the inactivation 199 
efficiency shows that, at 300 MPa, susceptibility to pressure decreased with increasing 200 
temperature (Fig. 2). Susceptibility was the highest at 4 C (IF = 5.6  0.25), although 201 
not significantly different from that obtained at 10 ºC (IF = 5.1  0.32). Significantly 202 
lower inactivation (P<0.05) was obtained at 20 C (3.0  0.46).  203 
 204 
Relation between inactivation factor and compression/decompression rates  205 
Three different compression/decompression rates were tested. The exact values 206 
used for each experimental condition are presented in table 1.  207 
The IF values calculated for treatments with 300 MPa are represented in fig. 3. 208 
The IF obtained with 1 minute holding time varied between 0.4 – 0.5 for all tested 209 
compression and decompression rates, and the differences between the results obtained 210 
with different compression and decompression rates were not significant (ANOVA, 211 
P>0.05). However, with 5 minute holding time, there were statistically significant 212 
differences (ANOVA, P<0.05) and the IF was higher with the lowest compression and 213 
decompression rates (IF = 3.2 ± 0.49). With higher compression and decompression 214 
rates, the L. innocua inactivation with 5 minute holding time was significantly less 215 
efficient although the differences between the results obtained with intermediate and 216 
high compression and decompression rates are not significant. When a pressure of 400 217 
MPa was used, compression and decompression rates did not have a significant effect 218 
(ANOVA, P>0.05) on the L. innocua inactivation, either with 1 or 5 minute holding 219 
time. The maximum IF value obtained was 8.3 ± 1.17 with the highest compression and 220 
decompression rates and 5 minute holding time (Fig. 4). 221 
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 223 
Discussion 224 
 225 
HPP is commonly accepted as an effective method for the inactivation of 226 
microorganisms, and foods in which this technology is used are increasingly gaining 227 
public acceptance (Sousa et al. 2013). However, due to the high level risk to human 228 
health, some particular microorganisms require an in depth characterization in terms of 229 
HPP susceptibility, envisaging the design of efficient and economically sustainable 230 
processing protocols. Several studies attempted to characterize the kinetics of the HPP 231 
Listeria inactivation in different food matrices and it is now well established that, such 232 
as for other microorganisms, cells in stationary phase are less susceptible to high-233 
pressure than in exponential phase and the chemical environment can significantly 234 
modulate the outcome of HPP for the Listeria inactivation (Mackey et al. 1995). 235 
In this work, the growth phase was tightly controlled in order to obtain 236 
stationary phase cells, therefore displaying the lowest susceptibility level to pressure. 237 
Also, the treatments were applied to liquid cultures in standardized culture medium 238 
(TSB), keeping a constant chemical environment while experimentally manipulating 239 
other factors that may determine the efficiency of HPP L. innocua inactivation. In order 240 
to detect variations in the inactivation efficiency, as expressed by the calculated IF, 241 
conditions that would not cause complete inactivation were selected from preliminary 242 
assays.  243 
L. innocua was exposed to different pressure values (100-600 MPa) at room 244 
temperature with a constant 5 minute holding time. The results obtained are coherent 245 
with the information available in the literature. For a constant 5 minutes holding time,   246 
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The inactivation increased directly with the pressure applied between 100 and 247 
400 MPa. A direct relation between pressure and inactivation has been demonstrated for 248 
Listeria as well as for other types of bacterial cells and endospores (Mackey et al. 1995, 249 
Yuste et al. 1999, Dogan and Erkmen 2004, Margosch et al. 2004, Rendueles et al. 250 
2011, Yang et al. 2012). From the results obtained, 300 MPa pressure was selected to be 251 
used in subsequent tests as causing the highest incomplete inactivation. The inactivation 252 
factors obtained are also in agreement with values reported for L. innocua in other HPP 253 
studies (Alpas et al. 1998, Buzrul et al. 2008, Gudbjornsdottir et al. 2010, Evrendilek 254 
and Balasubramaniam 2011), even though those values vary considerably with different 255 
compression conditions, and matrices in which the microorganism is inoculated and 256 
later subjected to pressurization. As an example, for equivalent holding times, the IF 257 
can be as small as 1.0-1.5 in smoked salmon treated with 400-500 MPa 258 
(Gudbjornsdottir et al. 2010) and up to 4.5-5.0 in dairy products treated with 250 to 350 259 
MPa (Evrendilek and Balasubramaniam 2011). 260 
 261 
Effect of temperature 262 
The temperature effect on the efficiency of high-pressure inactivation has been studied 263 
for a wide range of microorganisms, but more often for temperature ranges above 25 264 
C. As a general trend, microbial inactivation rate increases when temperature rises 265 
above the optimal growth temperature (Hugas et al. 2002, Patterson 2005) and 266 
microbial cells tend to be less susceptible to pressurization when the process is 267 
conducted at temperatures between 20 °C and 30 °C (Alpas et al. 2000, Raso and 268 
Barbosa-Cánovas 2003). HPP studies below room temperature are still scarce and this 269 
information becomes particularly critical when the inactivation of microorganisms able   270 
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to grow under refrigeration temperatures, such as Listeria monocytogenes 271 
(Bajard et al. 1996), is intended. 272 
The present work results indicate that the L. innocua inactivation in TSB was 273 
highest when pressurization was conducted below room temperature (4-10 C). Similar 274 
results have been obtained for Listeria species inoculated in meat (Carlez et al. 1993, 275 
Chen 2007), milk (Gervilla et al. 2000) and vegetables (Arroyo et al. 1999) and in some 276 
cases, the inactivation factor at 4 °C is only exceeded when pressurization temperature 277 
is higher than 50 °C (Carlez et al. 1993). This enhancing effect of cold in the high-278 
pressure inactivation of microorganisms was also observed in Lactobacillus helveticus 279 
and Pseudomonas fluorescens but it is not a general feature of HPP bacteria 280 
inactivation. Escherichia coli and Staphylococcus aureus are more susceptible at 25 C 281 
than at lower temperatures (Gervilla et al. 2000) which stresses the need for individual 282 
testing of target microorganisms. 283 
 284 
Effect of the compression and decompression rates 285 
In order to assess if the compression and/or decompression rates have a 286 
significant effect in the L. innocua inactivation, different compression and 287 
decompression rates – low, medium and high – were tested.  288 
IF values calculated for treatments with 300 MPa were not significantly different for 1 289 
minute holding time, but were significantly higher with slow compression and 290 
decompression, in relation to medium and fast compression and decompression rates, 291 
when holding time was extended to 5 minutes. These are apparently counter intuitive 292 
results considering that a prolonged compression period would elicit stress responses 293 
and reduce susceptibility (Smelt 1998). A recent study conducted with Escherichia coli 294 
O157: H7 indicated that inactivation is enhanced with fast compression and with slow  295 
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decompression (Syed et al. 2013). In the present study, the overall effect combines the 296 
damage caused during compression and decompression and the general trend of higher 297 
IF values with the slowest compression and decompression may be interpreted as an 298 
indication that the inactivation of L. innocua, such as proposed for other 299 
microorganisms, is more affected by the decompression rate than by the compression 300 
rate (Noma et al. 2002). However, results on the effect of the pressurization kinetics are 301 
still controversial. Experiments with L. monocytogenes have produced highest 302 
inactivation efficiency with fastest compression and decompression processes 303 
(Chapleau et al. 2006) but the decompression rates tested (5, 20 and 250 MPa s
-1
) were 304 
much higher than the range used in the present work (1.5 - 23.8 MPa s
-1
). Difficulties in 305 
the results comparison also arise from very different experimental conditions, namely in 306 
terms of pressure and temperature, because most studies are conducted in maximum 307 
inactivation conditions. The fact that IF calculated for treatments with 400 MPa was not 308 
significantly different between different compression and decompression rates, for 309 
holding times of 1 or 5 minutes, is most likely related to the former situation, since the 310 
results of the preliminary assays indicated that 400 MPa induced a complete, or near 311 
complete, inactivation of L. innocua.  312 
The holding time had a very significant effect on the inactivation efficiency, 313 
particularly in the treatments with 300 MPa. The IF with 5 minute holding time was 8 314 
times greater than with 1 minute, for slow compression and decompression, and only 3-315 
4 times greater for intermediate and fast compression and decompression. However, the 316 
increase in pressure seems to have a strongest effect on the inactivation efficiency than 317 
the increase in holding time.  318 
The results of the present work demonstrate that, in addition to the dependence on 319 
pressure and holding time generally exhibited by bacterial vegetative forms, the  320 
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efficiency of the high-pressure inactivation of Listeria innocua is also affected by 321 
temperature and compression and decompression kinetics. L. innocua susceptibility was 322 
significantly enhanced below room temperature which may provide some advantages 323 
over pressure treatments at high temperature by better preserving food nutritional 324 
properties, texture and flavor that may be perishable under high temperature processing. 325 
Depending on the applied pressure and holding time, the compression and 326 
decompression rates may be a relevant parameter in determining the inactivation 327 
efficiency. The application of a low compression rate followed by high-pressure at 300 328 
MPa during 5 minutes, and a low decompression rate, lead to enhanced L. innocua 329 
inactivation, in relation to medium or high compression and decompression rates. At 330 
400 MPa, complete inactivation of the cell suspensions is likely to occur and, in these 331 
conditions, the compression and decompression rates do not have a significant effect on 332 
the final inactivation factor. 333 
Considering the interaction between temperature, extracellular medium and 334 
pressurization kinetics in the Listeria inactivation, all these factors must be carefully 335 
taken into consideration when HPP protocols are designed for particular food matrices. 336 
  337 
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Table 1 – Compression and decompression rates calculated for the independent HPP 451 
experiments conducted with Listeria innocua  452 
 Kinetic parameters (MPa s
-1
) 
Pressure values (MPa) Compression rate Decompression rate 
300 
1.5 3.2 
6.4 12.9 
10.7 21.0 
400 1.6 3.8 
6.9 14.8 
11.9 23.8 
 453 
  454 
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Figure captions 455 
 456 
Figure 1- Inactivation factors (IF) calculated for the preliminary tests of Listeria 457 
innocua inactivation. Columns represent the average IF calculated from 3 independent 458 
treatments and the error bars represent the standard deviation. * indicates statistically 459 
significant differences (P<0.05). 460 
 461 
Figure 2- Inactivation of Listeria innocua by HPP at different temperatures, with a 462 
pressurization at 300 MPa during 5 minutes. The results correspond to the average of 3 463 
independent assays and the error bars represent the standard deviation. * indicates 464 
statistically significant differences (P<0.05). 465 
 466 
Figure 3- Inactivation factors obtained in assays of Listeria innocua inactivation at 300 467 
MPa with different compression and decompression rates. Columns represent the 468 
average results obtained in 3 independent assays and error bars represent the standard 469 
deviation.* indicates statistically significant differences (P<0.05). 470 
 471 
Figure 4- Inactivation factors obtained in assays of Listeria innocua inactivation at 400 472 
MPa with different compression and decompression rates. Columns represent the 473 
average results obtained in 3 independent assays and error bars represent the standard 474 
deviation. 475 
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Fig. 2 495 
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Inactivation factors (IF) calculated for the preliminary tests of Listeria innocua inactivation. 
Columns represent the average IF calculated from 3 independent treatments and the error bars 
represent the standard deviation. * indicates statistically significant differences (P<0.05) 
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Inactivation of Listeria innocua by HPP at different temperatures, with a pressurization at 300 
MPa during 5 minutes. The results correspond to the average of 3 independent assays and the 
error bars represent the standard deviation. * indicates statistically significant differences 
(P<0.05). 
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Inactivation factors obtained in assays of Listeria innocua inactivation at 300 MPa with different 
compression and decompression rates. Columns represent the average results obtained in 3 
independent assays and  error bars represent the standard deviation.* indicates statistically 
significant differences (P<0.05). 268x203mm (96 x 96 DPI) 
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Inactivation factors obtained in assays of Listeria innocua inactivation at 400 MPa with different 
compression and decompression rates. Columns represent the average results obtained in 3 
independent assays and  error bars represent the standard deviation. 
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 Dissertação de mestrado: uma estratégia de divulgação 
 
A difusão de conceitos, inerentes à presente dissertação de mestrado, entre um 
público não especializado foi instigada durante a unidade curricular de Seminários em 
Microbiologia II. Com o intuito de descodificar informações que são facilmente 
percetíveis numa comunicação entre pares, mas apresentam dificuldades ao 
entendimento de pessoas não familiarizadas com a área, elaborou-se uma estratégia para 
chegar ao grande público: a criação de um conjunto de postais. Posteriormente, com 
vista conferir uma utilidade prática a este projeto decidiu-se pela entrega destes postais 
no ato da apresentação pública da dissertação ao público que se reunir e também como 
convite para a mesma, justificando-se assim a sua inclusão, como anexo, no documento 
da dissertação.   
 
 
 O postal como forma de comunicação 
 
A criação de postais iniciou-se em meados do século XIX, uma época em que se 
verifica a emergência e desenvolvimento dos transportes e comunicações. 
Contemporâneos, na sua génese, com o aparecimento do telefone, fotografia e banda 
desenhada, apresentam-se como pioneiros no aliar de imagem à comunicação 
interpessoal (Correia, 2010; Milne, 2010). Prático, económico, bem como de fácil 
acesso e produção, este suporte foi protagonista de uma generalizada propagação que 
atingiu o seu apogeu durante as duas primeiras décadas do século seguinte (Martins et 
al., 2011). 
Antítese comunicacional, o postal cria a convergência entre a dicotomia 
público/privado. O primeiro domínio concretiza-se na face do postal através de 
linguagem essencialmente iconográfica, que possibilita a circulação aberta de vários 
tipos de informação. Por sua vez, o verso do postal é essencialmente dedicado ao 
domínio privado, estabelecendo uma ligação particular entre remetente e destinatário 
(Correia e Martins, 2011). Enquanto forma de difusão massiva de imagens, o postal foi, 
ao longo do tempo, apropriado por diversas entidades que lhe conferiram um caracter 
instrumental, sendo usado como suporte difusor na promoção de: símbolos religiosos, 
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obras de arte, temas 
eróticos e de humor, 
eventos, ideologias 
políticas, desde 
propaganda patriótica e 
nacionalista a 
caricaturas, sátiras a 
regimes e mensagens 
comerciais, tendo-se 
afirmado como uma poderosa e barata ferramenta publicitária (Martins et al., 2008; 
Correia, 2009). Esta última vertente apresenta, ainda nos dias de hoje, uma grande 
representação, mostrando assim uma forte resiliência por parte deste meio de 
comunicação numa era de grande expressão tecnológica (Correia e Martins, 2011). Mais 
do que isso, verifica-se a combinação de estratégias comunicativas como é o caso dos 
postais publicitários gratuitos, que para além de estarem associados a plataformas de 
divulgação digitais, podem ser fisicamente adquiridos de forma voluntária pelo recetor e 
apresentam mensagens comerciais, institucionais e de divulgação cultural e de eventos, 
como é o caso da Postalfree (Figura 1). O estabelecimento de contacto entre 
utilizadores, por via digital, é também facilitado para promover trocas de postais 
focando assim outra face notável do postal, que é tida em conta nesta abordagem: o 
cariz de objeto de coleção que lhe é inerente. 
Ideal para guardar, mostrar, trocar o postal tem suscitado publicações e 
exposições, o que o torna excelente para dispersar informação tanto no espaço como no 
tempo (Correia, 2009; Correia e Martins, 2011). Neste âmbito, outra plataforma que 
impulsiona a troca de postais por todo o mundo dá pelo nome de Postcrossing (Figura 
2) e constitui uma comunidade virtual internacional, através da qual os utilizadores 
trocam endereços 
enviando seguidamente 
postais entre si, os quais 
são registados no site no 
momento de receção. 
Assim, e dado o caracter 
interventivo e dinâmico 
Fig. 1. Página inicial do site http://www.postalfree.net. 
Fig. 2. Página inicial do site http://www.postcrossing.com. 
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do postal na sociedade, selecionou-se este formato para concretizar a divulgação e 
elucidação de conceitos científicos, tal como seguidamente se pode verificar.  
 
 
 
 Postais desenvolvidos 
 
Os postais criados destinam-se à transmissão, ao público em geral, de um 
procedimento que visa a criação e desenvolvimento de novo conhecimento ao nível 
científico e escolar: uma dissertação de mestrado. Assim, o fundo preto preenchido com 
letras brancas destina-se a aludir também ao contexto escolar. Embora a época 
tecnológica, que hoje em dia se vive, esteja em grande expansão, ainda há bem pouco 
tempo o contexto didáctico era bem diferente. Uma das primeiras impressões que surge 
quando se pensa numa escola remonta mesmo às memórias mais pueris, sendo traduzida 
pela imagem dos antigos quadros negros de ardósia, local primordial para a transmissão 
de conhecimento numa altura em que a comunicação se fazia branco no preto em vez de 
preto no branco.  
A série desenvolvida conta com seis postais com 10 cm de altura e 15 de largura. 
Estes podem ser entendidos como uma sequencia informativa ou isoladamente, uma vez 
que embora diretamente relacionados, cada postal, por si só, consegue transmitir uma 
mensagem independente. Esta mensagem é composta por elementos figurados que se 
podem encontrar na frente do postal e 
reforçada por um pequeno texto 
explicativo no verso. Este contém 
ainda informação sobre as fontes das 
imagens, a autoria dos postais e as 
instituições onde foram 
desenvolvidos (Figura 3).  
Seguidamente são apresentadas 
as frentes dos postais e o pequeno 
texto que lhes está associado no 
verso: 
 
Fig. 3. Verso de um dos postais  
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Fig. 4. Frente do postal 1 
 
Palavras. Fascinantes, enigmáticas, solenes no seu 
latim arcaico, despontaram um frémito de 
inquietação quando há segundos lhe invadiram o 
olhar. Encerram em si vida incógnita, bacteriana. 
Oculta perante o olhar humano, mas infinitamente 
poderosa. Responsável pela corrupção dos 
alimentos e origem de várias enfermidades. 
        Neste postal aparece uma composição com várias palavras que pretendem 
despertar curiosidade sobre o seu significado. O texto encontrado no verso pretende 
explicar de forma curta que estas palavras denominam as principais espécies 
bacterianas patogénicas, cujo veículo de transmissão é o alimento. 
 
 
   
 
Fig. 5. Frente do postal 2. 
 
        A palavra pressão designa o exercer de uma 
força sobre uma superfície. Entre as várias 
unidades de quantificação que se utilizam é de 
destacar o Pascal (Pa), uma homenagem ao 
filósofo e matemático francês Blaise Pascal (1623-
1662) cuja contribuição foi essencial no 
esclarecimento deste conceito.  
        A aplicação de Altas Pressões é uma técnica 
em expansão, em especial na esterilização 
alimentar. 
  
        O aparecimento de uma figura misteriosa e da expressão “Sob pressão” pretende, 
à semelhança do postal anterior, induzir a viragem do postal e leitura do texto 
informativo que visa explicitar a definição do conceito pressão e começar a levantar o 
véu sob a técnica de processamento por altas pressões.  
 
 
 
 
Fig. 6. Frente do postal 3 
 
        Na Natureza os níveis de pressão oscilam 
entre 0,03 Mpa (Everest) e 110 Mpa  na Fossa das 
Marianas a 10000 m de profundidade no oceano 
Pacífico.  
        Em contexto alimentar a técnica de 
pressurização faz uso de grandezas 
substancialmente mais elevadas: entre os 100 e os 
1000 Mpa. A brutalidade desta força pode ser 
decifrada imaginando que 500 Mpa correspondem 
ao peso de três elefantes sobre um morango! 
        Através deste postal pretende-se familiarizar o público com os níveis de pressão 
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utilizados. Para tal, pretendeu-se, através de uma sugestiva analogia, concretizar os 
abstratos valores que são apresentados. 
 
 
  
 
Fig. 7. Frente do postal 4 
 
        Uma verdadeira revolução na indústria 
alimentar começa a emergir através da aplicação 
de novas técnicas de processamento como a 
aplicação de alta pressão.  
        Novos ideais são proclamados como a 
Liberdade perante o tamanho, volume e geometria 
dos produtos; a Igualdade e uniformidade de 
tratamento conferida pela pressão e a superior 
Qualidade conferida em termos de características 
sensoriais e preservação de vitaminas. 
        
        O mote deste postal foi apresentar as vantagens únicas que a tecnologia de alta 
pressão oferece no contexto alimentar relativamente aos métodos tradicionais. Assim e 
com o intuito de mostrar uma quebra entre este novo métodos e os atualmente 
utilizados evocou-se uma mudança de paradigma assente em acontecimentos históricos 
onde as mudanças acarretaram grande importância, como o Maio de 68 presente na 
ilustração ou a divisa dos ideais da Revolução francesa: Liberté, Egalité, Fraternité.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8. Frente do postal 5 
 
Listeria: pressão para matar 
 
   Sinopse: Num mundo onde a exigência dos 
consumidores por alimentos seguros é cada vez 
mais elevada urge uma necessidade de um controlo 
alimentar mais rigoroso. Tal como em outros 
pontos do globo desenrolam-se, na Universidade 
de Aveiro, a criação de estratégias para poderosa 
batalha contra Listeria um conjunto de seres 
invisíveis prontos a causar doença que se deslocam 
através dos alimentos. Perante este panorama a 
grande esperança é uma arma multi-alvo que dá 
pelo nome de Alta Pressão. 
 
        Com este postal aspira-se a uma contextualização mais direcionada para o 
principal objectivo da dissertação: a inativação de Listeria através de alta pressão 
hidrostática, no panorama da indústria alimentar. Na imagem verifica-se um alimento, 
uma maçã, com a Universidade de Aveiro, local onde os estudos decorrem, em plano 
de fundo e o trocadilho imPRESSIONA-TE.  
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Fig. 9. Frente do postal 6. 
        “Aparelhei o barco da ilusão” para percorrer 
as tortuosas e turvas águas da investigação 
científica. Entreguei o seu leme ao fascínio da 
procura incessante por verdades ocultas, nuances 
quase abstractas que encerraram um potencial 
revolucionário.  
        Aportou esta deriva nos efeitos da Alta 
Pressão como força purificadora relevante no 
fabrico de alimentos seguros e prevenção de 
doenças, bem como procura de elementos 
catalisadores deste efeito. No entanto, nesta 
viagem toma a aprendizagem um caracter mais 
amplo, afinal “em qualquer aventura o que importa 
é partir, não é chegar.” 
 
Contém excertos do poema Viagem de Miguel Torga 
 
      
        Neste postal volta-se a incidir no tema específico da dissertação: por um lado, 
apresentam-se detalhes ainda não mencionados, por outro é também revelada uma 
perspetiva pessoal da pulsão motivacional que norteou o processo de construção desde 
a sua génese. Este é o postal mais intimista de toda a série. Realça-se ainda o facto de 
que embora a obtenção dos objetivos inicialmente traçados seja fulcral, nenhuma das 
etapas deve ser menosprezada. 
        A face ilustrada mostra a autora do trabalho, bem como o símbolo e divisa da 
Universidade de Aveiro: Theoria, Poiesis, Praxis. O facto de estes três termos serem 
apresentados dando uma ideia de profundidade explicita a intenção de comunicar uma 
progressão durante o tempo de permanência nesta instituição: a apreensão da teoria 
durante os anos iniciais de aulas, o surgir de uma força motriz criadora através da 
interligação entre conhecimento adquirido e predisposição motivacional e por fim o 
planeamento e execução das ideias conferindo-lhes forma concreta- a prática.  
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